Caracterización molecular en cerezo (Prunus avium L.) : identificación varietal, relaciones de similitud e incompatibilidad polen-pistilo by Wünsch, Ana

  
Caracterización molecular en cerezo (Prunus avium L.). Identificación 





























                                                                      Ana Wünsch Blanco 
Departamento de Producción Agraria 

















Al Dr. Iñaki Hormaza por su labor, esfuerzo y por todo su apoyo durante la dirección de 
este trabajo.  
 
A la Dra. Lucía Ramírez su labor como tutora.  
 
A la Dra. Maria Herrero por su apoyo a lo largo de la elaboración de esta tesis, sus 
sugerencias y su ayuda en la parte que concierne a la incompatibilidad en cerezo. 
 
Al Dr. Juan Negueroles por su colaboración y la cesión de material vegetal. 
 
A todo el departamento de Fruticultura del SIA le agradezco su acogida y su ayuda en 
un aspecto u otro, especialmente a Teresa Bespín por su ayuda y su contribución en este 
trabajo. 
 








RESUMEN              1 
 
 
1. INTRODUCCIÓN GENERAL           3 
 
 El Cerezo             3 
  Taxonomía            3 
  Características botánicas           4 
  Origen del cultivo           4 
  Material vegetal           5 
  Situación actual del cultivo de cerezo        6 
 
 Los marcadores moleculares en la identificación varietal  
de especies frutales            7 
  Identificación varietal de especies frutales        7 
  Marcadores moleculares de ADN         8 
Uso de los marcadores moleculares en la identificación  
varietal y estudios de similitud genética en Prunus     11 
 
 Incompatibilidad polen-pistilo        13 
  Incompatibilidad gametofítica       13 
  Modelos de interacción polen-pistilo en la incompatibilidad 
gametofítica          14 
  La incompatibilidad polen-pistilo en la mejora de cerezo    16 
 




2. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE GENOTIPOS DE CEREZO 
MEDIANTE LA UTILIZACIÓN DE SSRs DESARROLLADOS EN 
MELOCOTONERO 
 
Introducción           19 
  
Materiales y Métodos         20 
Material vegetal y extracción de ADN genómico     20 
  Amplificación de SSRs mediante PCR y electroforesis     23 
  Análisis de resultados         23 
 
Resultados            24 
 
Discusión            28 
 
 ii 
3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE PATRONES DE CEREZO 
MEDIANTE MICROSATÉLITES 
 
Introducción           35 
  
Materiales y Métodos         36 
 




4. IDENTIFICACIÓN DE LA CONSTITUCIÓN ALÉLICA DEL LOCUS S DE 
VARIEDADES DE CEREZO MEDIANTE PCR 
 
Introducción           41 
 
 Materiales y Métodos         43 
  Material vegetal         43 
  Extracción de ADN genómico y amplificación  
de alelos S mediante PCR        43 
 




5. EVALUACIÓN MOLECULAR DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA Y DE LA 
COMPOSICIÓN ALÉLICA S DE VARIEDADES LOCALES DE CEREZO 
ESPAÑOLAS 
 
Introducción           53 
 
 Materiales y Métodos         54 
   
Resultados y Discusión         56 
  Caracterización de genotipos con SSRs y similitud genética   56 





6. CLONADO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS SECUENCIAS GENÓMICAS DE 
CUATRO ALELOS DE INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO EN CEREZO 
 
Introducción           61 
 
 Materiales y Métodos         62 
  Material vegetal y extracción de ADN genómico     62 
  Amplificación de alelos S mediante PCR      63 
  Clonado y secuenciación del ADN genómico     63 
 
Resultados y Discusión         64 
  Identificación de alelos S mediante análisis de PCR     64 
  Clonado y secuenciación del ADN genómico de las  
ribonucleasas S12, S23, S24, y S25       66 
  Comparación de las ribonucleasas S12, S23, S24, y S25   




7. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA Y MOLECULAR DEL CARÁCTER DE 
AUTOCOMPATIBILIDAD POLEN–PISTILO EN LA VARIEDAD DE CEREZO 
‘CRISTOBALINA’ 
 
Introducción           75 
  
Materiales y Métodos         79 
Material vegetal         79 
  Extracción de ADN genómico e identificación de  
alelos S en las descendencias         79 
  Clonado y secuenciación del ADN genómico de 
las ribonucleasas S3 y S6 de la variedad Cristobalina    80 
  Cruzamientos y observación microscópica de tubos polínicos   80 
 
Resultados            87 
Relaciones de incompatibilidad polen-pistilo entre  
‘Cristobalina’ y otras variedades       87 
  Caracterización molecular de las ribonucleasas  
S3 y S6 de ‘Cristobalina’        88 
  Análisis genético de la mutación de autocompatibilidad  
de ‘Cristobalina’         89 
Estudio de la transmisión del carácter de autocompatibilidad    92 
 
Discusión            93 
  Caracterización de la mutación de autocompatibilidad    93 
  Análisis genético de la autocompatibilida en ‘Cristobalina’    95 




8. DISCUSIÓN GENERAL       101 
 
 Identificación molecular y relaciones similitud en 
variedades y patrones de cerezo       101 
 
Caracterización molecular de genotipos S, nuevos alelos  












11. ANEXOS          125 
  
 Anexos 1-4. Protocolos       125  
 Anexos 5-8. Accesiones del GenBank     133 
 Anexos 9-11. Publicaciones       141 
 




La caracterización varietal de especies frutales se ha visto complementada en los últimos 
años con la aparición de marcadores moleculares de ADN que permiten una exploración del 
genoma de cada variedad independientemente del estado de desarrollo y del estado fenológico del 
árbol sin estar influenciado por el ambiente. El cerezo es una de las especies de frutales de hueso de 
mayor importancia económica y España se encuentra entre los principales productores mundiales 
de esta fruta. Sin embargo, esa importancia no se ha visto reflejada en  estudios exhaustivos de la 
identificación de los genotipos de las distintas variedades de esta especie. Así, en este trabajo se ha 
desarrollado un método eficaz y de aplicación sencilla para la identificación de variedades de 
cerezo basado en marcadores moleculares tipo microsatélite. El uso de secuencias de microsatélites 
desarrolladas en melocotonero para la identificación de variedades de cerezo, ha demostrado que 
estas secuencias se encuentran suficientemente conservadas entre especies relacionadas como para 
poder detectar variabilidad intraespecífica en otras especies del género Prunus. El método 
desarrollado ha sido utilizado para identificar las colecciones de variedades de cerezo del Servicio 
de Investigación Agroalimentaria (SIA, Zaragoza) con 76 genotipos y de la Junta de Extremadura 
en Barrado (Caceres) con 28 genotipos, y la colección de patrones de cerezo del SIA de Zaragoza 
con 17 genotipos. El trabajo ha permitido establecer los perfiles de los genotipos de las diferentes 
variedades y patrones de estas colecciones y estudiar la similitud genética entre ellas. Así, se ha 
observado que las variedades de cerezo más antiguas y las variedades utilizadas como parentales en 
programas de mejora se agrupan por su similitud genética en dos grupos que se corresponden con 
su origen geográfico: variedades originarias del sur de Europa y variedades originarias de 
Centroeuropa y Norteamérica. Estos resultados concuerdan con  el modo en que las variedades han 
sido seleccionadas localmente y con el movimiento del material vegetal de esta especie ya que 
fueron principalmente las variedades centroeuropeas las que fueron llevadas a Norteamérica. Las 
variedades tradicionales del Valle del Jerte analizadas son también genéticamente más similares 
entre ellas que a otras variedades introducidas en el Valle con posterioridad lo que indicaría que 
existe un grupo de variedades locales autóctonas que pueden diferenciarse del resto de variedades 
cultivadas y que han sido seleccionadas de manera empírica por los agricultores de la zona durante 
siglos. El conocimiento y la identificación de ese germoplasma va a ser de utilidad para su futura 
conservación.  
   
El carácter de autoincompatibilidad en cerezo presenta numerosos problemas de cara a la 
producción en las plantaciones frutales. Así, las variedades de cerezo autoincompatibles necesitan 
la presencia de árboles polinizadores, donantes de polen compatible para la producción y, por lo 
tanto, el carácter de autocompatibilidad y la obtención de variedades autocompatibles es un 
importante objetivo de mejora en esta especie. En este trabajo se ha abordado el estudio del 
carácter de autocompatibilidad desde dos objetivos diferentes: el establecimiento de una 
metodología rápida y eficaz para la identificación de los alelos S de incompatibilidad mediante 
PCR y el estudio genético y molecular del mutante natural autocompatible ‘Cristobalina’. Para el 
primer objetivo se ha desarrollado un método de identificación de alelos S basado en PCR con 
cebadores obtenidos a partir de las zonas conservadas de las ribonucleasas estilares S. Utilizando 
esta metodología se han identificado los alelos y grupos de incompatibilidad de las colecciones de 
cerezo antes mencionadas que incluyen 26 variedades cuyo genotipo S no había sido descrito 
previamente. Además se han identificado seis posibles nuevos alelos de incompatibilidad y para 
tres de ellos se ha confirmado su identidad mediante la clonación y secuenciación de las bandas 
amplificadas, comprobándose que corresponden a ribonucleasas S. El estudio de la variedad 
autocompatible ‘Cristobalina’ indica la presencia de una mutación que afecta a la funcionalidad de 
ambos alelos del factor S del polen. Esta situación implica que esta variedad es una herramienta 
muy útil para el estudio de la reacción de incompatibilidad en las Rosáceas y de la función de 
factor S del polen. 




Cultivar identification in fruit tree species has been complemented in recent years by the 
availability of molecular DNA markers. These markers allow to carry out a genome exploration of 
each cultivar independently of the age of the tree or the stage of development without  
environmental influences. Sweet cherry is one of the economically most valuable stone fruit tree 
species and Spain is one of the major sweet cherry producing countries, although this importance 
has not been reflected in deep studies regarding de characterization of the genotypes of the 
different cultivars of this species. Thus, in this work, an efficient and simple method to identify 
sweet cherry varieties using microsatellite markers has been developed. The use of microsatellite 
sequences developed in peach for the identification of sweet cherry cultivars has demonstrated that 
these sequences are sufficiently conserved among related species, to detect intraspecific variability 
in other species of the genus Prunus. The method developed has been used to characterize the 
sweet cherry collections of the ‘Servicio de Investigación Agroalimentaria’ (SIA, Zaragoza) with 
76 genotypes, and of the ‘Junta de Extremadura’ in Barrado (Caceres) with 28 genotypes, plus the 
sweet cherry rootstock collection of SIA in Zaragoza with 17 genotypes. This work has allowed to 
establish the genotype patterns of the different cultivars and rootstocks analysed, and to study the 
genetic similarity among them. It has been observed that the most ancient varieties, as well as the 
parental cultivars of sweet cherry  breeding programmes, are grouped by their genetic similarity, 
according to their geographic origin, in two groups: varieties originated in Southern Europe, and 
varieties originated in Central Europe and North America. These results agree with the way in 
which sweet cherries have been selected locally and with the movement of the plant material of this 
species, since mainly cultivars from Central Europe were taken to North America. The traditional 
varieties analysed from the ‘Jerte’ valley are also genetically closer among themselves, than to 
other varieties introduced recently in the valley. This indicates that there is a group of local 
autochthonous varieties that can be differentiated from the rest of cultivated varieties and that have 
been empirically selected by local farmers during centuries. The knowledge and characterization of 
this germplasm will be of great use for its future conservation. 
  
Self-incompatibiliy is a main problem for fruit production in sweet cherry orchards. Self-
incompatible cultivars need to be planted in combination with pollinator trees to ensure the 
availability of compatible pollen, and, thus, self-compatibility and the introduction of self-
compatible cultivars is an important breeding objective in this species. In this work, the study of 
self-incompatibility has been carried out following two different approaches: the establishment of a 
fast and efficient methodology for the identification of self-incompatibility alleles by PCR analysis 
and the genetic and molecular study of a natural self-compatible sweet cherry mutant 
‘Cristobalina’. For the first objective, an efficient method of sweet cherry S allele identification, 
based in the use of PCR primers obtained from the conserved sequences of S-RNases, has been 
developed. By the use of this methodology it has been possible to identify the S alleles and 
incompatibility groups of the sweet cherry varieties belonging to the collections studied, including 
26 varieties which S-allele genotype had not been described previously. Furthermore, six putative 
new S alleles have been identified and three of them have been confirmed to correspond to S-
RNases, by cloning and sequencing their corresponding PCR bands. The study of the self-
compatible mutant ‘Cristobalina’, indicates, that in this cultivar, there is a mutation that affects the 
pollen function of both S alleles. This situation implies that this cultivar is a very useful tool to 
study the self-incompatibility system in Rosaceae and the function of the pollen S factor. 
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El cerezo (Prunus avium L., 2n=16) pertenece a la familia de las Rosáceas, género 
Prunus, subgénero Cerasus y es normalmente diploide aunque se han encontrado 
individuos triploides o tetraploides (Fogle, 1975). El género Prunus está compuesto por 
más de 200 especies, todas ellas con un número básico de cromosomas de x=8 y en el que 
se encuentran especies diploides, tetraploides y hexaploides. El género Prunus es el más 
amplio de la subfamilia de las Prunoideas (Amygdaloideas) que también incluye los 
géneros Exochorda, Maddenia, Oemleria, Prinsepia y Pygeum (Takhtajan, 1997). 
Históricamente, el género Prunus se ha clasificado en 5 subgéneros divididos en dos clades 
prinicipales (Bortiri et al., 2002). Uno estaría formado por los subgéneros Amygdalus y 
Prunophora y otro por los subgéneros Cerasus, Laurocerasus y Padus. Dentro del género 
Prunus se encuentran otras especies frutales de importancia económica como son el 
almendro (Prunus dulcis D.A. Webb; 2n=16) y el melocotonero [Prunus persica (L.) 
Bastch., 2n=16] dentro del subgénero Amygdalus, o el albaricoquero (Prunus armeniaca 
L., 2n=16) y el ciruelo Europeo (Prunus domestica L., 2n=6x=48) dentro del subgénero 
Prunophora (Watkins, 1976). Dentro del subgénero Cerasus, además del cerezo, otras 
especies de importancia económica son el guindo (Prunus cerasus L., 2n=4x=32) que es 
tetraploide, el cerezo Santa Lucía (Prunus mahaleb L., 2n=16) que ha sido ampliamente 
utilizado como patrón de cerezo y Prunus fruticosa Pall. (2n=4x=32) que es cultivado 
principalmente en Rusia y se considera el ascendente tanto del cerezo (Fogle, 1975) como 
del guindo por hibridación con el cerezo (Brettin et al., 2000). Otras especies que se han 
utilizado en la mejora del cerezo son Prunus tomentosa Thunb. (2n=16) que proviene de 






El cerezo es un árbol caducifolio de gran vigor cultivado principalmente por sus 
frutos comestibles.  Se caracteriza por unas hojas grandes, de 7 a 13 cms. de longitud y de 
la mitad de anchura, simples, de forma entre ovalo-lanceolada y elíptica, y con el margen 
serrado. El pecíolo es largo (2-5 cms) y presenta unas glándulas rojas en la zona cercana a 
la lámina de la hoja que es algo rugosa. Sus flores son blancas de aproximadamente 2,5 
cms de diámetro y aparecen en grupos, como umbelas, rodeando una yema vegetativa en 
madera de más de dos años. Cada yema floral contiene de 2 a 6 flores, con 5 sépalos, 5 
pétalos, numerosos estambres y pistilo lampiño. El fruto es una drupa glabra globosa o con 
forma de corazón y tanto el color de la piel como de la pulpa puede variar de amarillo a 
rojo profundo o casi negro. El hueso es también globoso y casi liso. 
 
 
Origen del cultivo 
 
Se cree que el cerezo es originario de la zona que se encuentra alrededor del Mar 
Caspio y del Mar Negro y, actualmente, se encuentra de forma silvestre en Europa, zonas 
de Asia Occidental y el Cáucaso (Iezzoni et al., 1990). La primera referencia escrita del 
cultivo del cerezo se remonta al año 300 a.C. por Theoprastus (Hedrick, 1915), pero se 
cree que la cereza era recolectada por los habitantes europeos con mucha anterioridad a su 
cultivo (Zohary y Hopf, 1988), ya que restos de huesos de cereza han sido encontrados en 
cuevas que datan de los años 4000-5000 a.C. (Brown et al., 1996). Probablemente, el 
cerezo fue cultivado en primer lugar en Grecia tanto por su fruta como por su madera 
(Hedrick, 1915). El cultivo se extendió después por Europa con el Imperio Romano y ya en 
el siglo I d.C. el escritor romano Varro en su ‘De Agricultura’ describió técnicas de injerto 
en cerezo y Plinio el Viejo en su ‘Historia Natural’ hizo referencia a ocho cultivares de esta 
especie. Posteriormente, se produjo una disminución en el cultivo durante la Edad Media y 
un resurgimiento a partir del siglo XVI fundamentalmente en Alemania (Watkins, 1976). 
La extensión del cultivo del cerezo a través de Europa Occidental se basó probablemente 
en la domesticación de individuos silvestres que estaban bien adaptados a cada área de 
cultivo. Un número limitado de estas variedades fue llevado y extendido por Norteamérica 
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por los Europeos. Sin embargo, el cerezo no fue explotado comercialmente hasta hace 
aproximadamente 100 años (Hedrick et al., 1915) y, por ello, la mayoría de las variedades 
de cerezo que se cultivan hoy en día son descendientes, separados por unas pocas 





Los objetivos actuales de la mejora del cerezo han impulsado una obtención 
constante de genotipos mejorados genéticamente (Brown et al., 1996; Iezzoni et al., 1990). 
Entre los objetivos de mejora más importantes se encuentran la mejora de la calidad del 
fruto, la precocidad, la extensión de la época de recolección, la autocompatibilidad, la 
resistencia al agrietamiento o la resistencia a las principales enfermedades (Iezzoni et al., 
1990). Dada la importancia de la autocompatibilidad de cara a la producción de cereza en 
una plantación, dentro de las variedades más utilizadas podemos distinguir entre 
autoincompatibles y autocompatibles. Dentro de las primeras existen variedades como 
‘Van’, ‘Bing’, ‘Burlat’ o ‘Rainier’ que se cultivan en la mayoría de países productores 
siendo posiblemente las variedades más utilizadas. Dentro de cada país existen además 
variedades locales que se cultivan en zonas exclusivas como son ‘0900 Ziraat’ en Turquía, 
‘Duroni’ en Italia o ‘Ambrunés’ en España (Webster y Looney, 1996). Entre las variedades 
autocompatibles más utilizadas se encuentran ‘Stella’, ‘Sunburst’ or ‘Sweetheart’. Para 
otros caracteres de interés se pueden destacar variedades como ‘Van’ por precocidad, 
‘Burlat C1’ por el tamaño reducido del árbol, ‘Vittoria’ para la cosecha mecanizada o 
‘Schmidt’ por su resistencia al agrietado (Iezzoni et al., 1990). En España las variedades 
más utilizadas son ‘Burlat’, ‘Garnet’, ‘Marvin 4-70’, ‘Stella’, ‘Summit’, ‘Sunburst’ y 
‘Sweetheart’, aunque, junto con estas, se cultivan variedades locales como ‘Ambrunés’, 
‘Pico Colorado’ y ‘Pico Negro’ y todavía existen plantaciones de variedades tradicionales 
como ‘Hedelfingen’ y ‘Napoleon’ (J.L. Espada, comunicación personal).   
 
Entre los patrones de cerezo más utilizados se encuentran el ‘F12/1’ o ‘Colt’ dentro 
de los patrones francos, los patrones de cerezo de Santa Lucía como ‘Santa Lucía 64’ o las 
selecciones ‘CAB’ dentro de los patrones de Prunus cerasus. En España el patrón más 
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utilizado es ‘Santa Lucía 64’, aunque en la zona de Extremadura también se utilizan 
patrones francos locales o ‘reboldos’. En la mejora de patrones de cerezo se buscan 
diferentes objetivos dependiendo de las condiciones de cultivo de cada zona. Entre estos 
objetivos está la uniformidad en las plantaciones, la reducción del tamaño del árbol, la 
precocidad, la resistencia al frío o a algunas enfermedades (Iezzoni et al., 1990).  
 
 
Situación actual del cultivo de cerezo  
 
La producción total de cerezo en el mundo alcanza cerca de dos millones de 
toneladas métricas, lo que sitúa al cerezo en el cuarto lugar entre los frutales de hueso por 
detrás del melocotonero, el ciruelo y el albaricoquero (Faostat, 2002). La producción 
mundial de cereza está liderada por Turquía, Irán y Estados Unidos con más de 200.000 
toneladas cada uno en el año 2000, seguidos por Italia, España y Alemania que producen 
algo mas de 100.000 toneladas al año cada uno (Faostat, 2002). Estos seis países 
concentran así el 50% de la producción mundial de cereza, siendo España uno de los 
grandes productores de cereza del mundo.  
 
En España, mientras la superficie dedicada a este cultivo se ha mantenido estable en 
los últimos cinco años variando entre las 27.000 y cerca de las 29.000 Hectáreas, la 
producción se ha duplicado en estos años pasando de  60.000 toneladas producidas en el 
año 1998 a 105.900 en el año 2002. Esto se refleja en un aumento del rendimiento que ha 
pasado de 2.200 Kg/Ha en 1998 a 3.850 Kg/Ha en el 2002 (Faostat, 2002), debido 
principalmente al incremento de los regadíos en la superficie dedicada a este cultivo. 
Dentro de España las principales zonas productoras de cereza son Extremadura, Aragón y 
Cataluña, que comprenden más del 50% de la producción nacional, siendo las provincias 
de Cáceres y Zaragoza las de mayor producción con más de 17.000 y 11.000 toneladas 
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LOS MARCADORES MOLECULARES EN LA IDENTIFICACIÓN VARIETAL 
DE ESPECIES FRUTALES1   
 
 
Identificación varietal de especies frutales 
 
Tradicionalmente la identificación varietal se ha basado en la observación del 
fenotipo, lo que implica que sea un proceso lento y costoso que necesita de una 
infraestructura vegetal sólida y estable para poder llevarse a cabo. Esta identificación 
fenotípica presenta inconvenientes que se acentúan en el caso de árboles frutales. Debido al 
largo periodo de juvenilidad de estas especies, la observación de muchos de los caracteres 
necesarios para la identificación sólo es posible después de un número determinado de 
años. Además, la expresión de estos caracteres está influenciada por el ambiente lo que 
puede implicar una evaluación imprecisa, derivando en equívocos como sinonimias 
(genotipos iguales que figuren con distintos nombres) u homonimias (genotipos diferentes 
que comparten el mismo nombre). Cabe añadir que el gran tamaño de los individuos de las 
especies frutales dificulta la evaluación de los caracteres en el campo y limita la extensión 
de terreno de la que se puede disponer para su mantenimiento.  
 
La disponibilidad actual de marcadores moleculares de ADN permite caracterizar 
con precisión los genotipos de las plantas. La caracterización genotípica complementa a la 
caracterización morfológica permitiendo la identificación en ausencia de rasgos 
fenotípicos, en un estado temprano del desarrollo y en cualquier fase fenológica del árbol. 
El establecimiento de un sistema de identificación varietal en frutales basado en 
marcadores moleculares de ADN que además sea fácilmente reproducible presenta 
indudables ventajas. Por un lado, permite facilitar el control de identidad del material 
propagado tanto de una colección de plantas madres a los viveristas como de éstos al 
agricultor; por otro lado, va a facilitar la gestión de las colecciones de germoplasma al 




1Esta sección constituye parte de la publicación: 
Wünsch A, Hormaza JI. 2002. Cultivar identification and genetic fingerprinting of temperate fruit tree 
species using DNA markers. Euphytica 125:59-67 (Anexo 11). 
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Por último, el beneficio para los mejoradores es considerable ya que no solamente 
se pueden proteger sus derechos de forma más eficiente al poderse comparar las nuevas 
variedades con las ya existentes sino que el estudio detallado de la similitud genética de las 
distintas variedades partiendo de los datos moleculares, va a permitir una mayor eficiencia 
a la hora de diseñar cruzamientos en un programa de mejora. 
 
 
Marcadores moleculares de ADN 
 
Durante los últimos años hemos asistido a avances muy importantes en los métodos 
disponibles para analizar y utilizar los ácidos nucleicos tanto en plantas como en animales. 
Estos estudios han dado lugar al desarrollo de diferentes tipos de marcadores de ADN que 
han podido ser aplicados con éxito en la mejora de plantas y árboles frutales. Entre otras 
aplicaciones, los marcadores de ADN pueden ser utilizados para la introgresión de genes 
cuando están ligados a genes de interés (Hormaza et al., 1994a; Durman y Korban, 1994), 
para la construcción de mapas genéticos (Rajapakse et al., 1995) o para la identificación de 
genotipos y estudios de similitud genética entre ellos (Duneman, 1994). 
 
Los diferentes marcadores moleculares desarrollados tienen ventajas y desventajas 
y, dependiendo del objetivo a alcanzar, las características de cada uno de ellos han de ser 
tenidas en cuenta. Así los primeros marcadores de ADN desarrollados fueron los RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphisms). Estos se obtienen a partir de fragmentos 
del ADN digerido y después identificados mediante una hibridación con una sonda de 
ADN determinada, resultando en un patrón específico que depende del ADN genómico 
utilizado, de la enzima de restricción y de la sonda. Después de su uso inicial en estudios 
del genoma humano (Botstein et al., 1980), los RFLPs han sido ampliamente utilizados en 
la mejora y la caracterización de plantas y árboles frutales (Tanksley et al., 1989; De 
Vicente et al., 1998). Aunque los RFLPs son una herramienta muy robusta para muchas 
aplicaciones en la mejora de plantas, como puede ser la identificación de los alelos S de 
incompatibilidad (Hauck et al., 2001), su mayor limitación en la identificación de 
genotipos radica en que el polimorfismo que revelan es pequeño en comparación con la 
complejidad de su uso.  
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Los RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic DNA) son fragmentos de ADN 
amplificados mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando cebadores de 10 
nucleótidos de secuencia aleatoria, donde el polimorfismo depende de la presencia o 
ausencia de amplificación. El uso de los RAPD en diferentes organismos empezó a finales 
de la década de los 80 (Williams et al., 1990) y debido a su simplicidad y rapidez pronto se 
convirtieron en una herramienta muy valiosa para la identificación de variedades y estudios 
de similitud genética en plantas (Duneman, 1994, Hormaza et al., 1994b). Los numerosos 
estudios realizados con RAPDs en la década de los 90 con fines de identificación de 
genotipos demostraron la utilidad de estos marcadores; sin embargo, su naturaleza aleatoria 
implica que los resultados obtenidos pueden variar entre laboratorios para el mismo 
material analizado (Jones et al., 1997), lo que supone un impedimento importante a la hora 
de establecer sistemas estandarizados de identificación varietal. Una alternativa para 
obtener marcadores más reproducibles a partir de un análisis de RAPD puede ser el uso de 
marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions; Paran y Michelmore, 
1993). Estos marcadores se obtienen de una reacción de PCR utilizando cebadores más 
largos, diseñados a partir de la secuenciación de fragmentos RAPD seleccionados. Este 
ensayo es mucho más restrictivo y robusto y ha sido utilizado con éxito en mejora asistida 
por marcadores; sin embargo, posiblemente debido a la necesidad de secuenciación, su 
utilización con fines de identificación varietal ha sido exitosa pero escasa (Bautista et al., 
2002; Parent y Pagé, 1998; Xu y Bakalinsky, 1996). 
 
Otro tipo de marcadores moleculares de ADN usados en menor medida en la 
identificación varietal de árboles frutales son los AFLPs (Amplified Fragment Length 
Polymorphisms; Vos et al., 1995). Estos marcadores combinan las técnicas de RFLP y 
PCR ya que son fragmentos específicos amplificados por PCR a partir de digestiones de 
restricción. Su uso es más complejo que el de RAPDs o SSRs ya que hay que llevar a cabo 
varios procesos además de la reacción de PCR y el análisis de los marcadores. Se requiere 
una digestión genómica, una ligación de adaptadores a los fragmentos de la restricción y el 
uso de cebadores diseñados para amplificar estos fragmentos. Los AFLP son marcadores 
dominantes, revelan mucho polimorfismo y un gran número de marcadores por ensayo, lo 
que resulta en un alto grado de discriminación entre genotipos y, por lo tanto, son de gran 
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utilidad en el análisis de germoplasma. Sin embargo, aunque se han empleado 
frecuentemente para la identificación de plantas anuales, su uso en la identificación de 
árboles frutales ha sido escaso (Angliolillo et al., 1999; Goulao et al., 2001; Hagen et al., 
2002; Hurtado et al., 2002; Monte-Corvo et al., 2000; Sensi et al., 2003), debido 
probablemente a la disponibilidad de otros marcadores de más fácil aplicación como los 
microsatélites. 
 
Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats; Litt y Luty, 1989; Tautz, 
1989; Weber y May, 1989) son secuencias de ADN repetitivo que se encuentran en los 
genomas de los organismos eucariotas y que pueden ser amplificadas utilizando las 
secuencias adyacentes a estas como cebadores en una reacción de PCR. El polimorfismo 
que se revela depende del número de repeticiones en cada genotipo. Para los organismos 
de los que no existen suficientes secuencias de ADN disponibles en las bases de datos 
públicas de secuencias o de ESTs, el proceso de aislamiento de los microsatélites implica 
el clonado y secuenciación de secuencias repetitivas. Este proceso es complicado y 
requiere normalmente la construcción y el cribado de librerías genómicas de la especie a 
analizar. No obstante, las secuencias flanqueantes de los microsatélites están a menudo 
conservadas entre especies y géneros lo cual permite transferir los marcadores entre una 
especie y otra (Cipriani et al., 1999; Dirlewanger et al., 2002; Hormaza, 2002; Yamamoto 
et al., 2001), eliminando la necesidad de aislar las secuencias de microsatélites en cada 
especie. Los microsatélites  son actualmente los marcadores preferidos para la 
identificación molecular de las diferentes especies de plantas (Gupta y Varshney, 2000) 
debido a la relativa sencillez de su aplicación, su gran polimorfismo, codominancia y 
reproducibilidad. 
 
Una variación de los SSR, son los ISSR (Inter Simple Sequence Repeats; 
Zietkiewicz et al., 1994). Este método también utiliza las ventajas de los microsatélites, 
aprovechando su abundancia, sin necesidad de tener un conocimiento preliminar de las 
secuencias de estos para diseñar cebadores de PCR. Los ISSRs se obtienen a partir de la 
amplificación del ADN que se encuentra entre microsatélites utilizando cebadores que 
contienen una secuencia repetitiva aleatoria y unos nucleótidos degenerados o arbitrarios 
que hacen que la amplificación sea selectiva. Como resultado, el número de fragmentos 
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amplificados es muy grande y su uso para la identificación de genotipos puede ser muy útil 
(Goulao et al., 2001).  
 
 
Uso de los marcadores moleculares en la identificación varietal y estudios de similitud 
genética en Prunus 
 
En los últimos 10 años, los marcadores moleculares han sido ampliamente 
utilizados con fines de identificación varietal y para estudios de diversidad genética en 
especies frutales (Wünsch y Hormaza, 2002a). El desarrollo de estos marcadores para su 
uso como "huellas dactilares" de los cultivares y patrones frutales más interesantes permite 
complementar la observación fenotípica, solventando los principales inconvenientes que 
esta presenta. Los marcadores moleculares de ADN permiten una exploración directa del 
genoma de cada variedad, lo que implica ventajas para la caracterización. El número de 
marcadores que se pueden obtener es ilimitado y la identificación no depende del estado de 
desarrollo de la planta, ni de las condiciones ambientales, lo que permite una identificación 
más precisa y en cualquier momento del ciclo fenológico del árbol. Dentro de los 
marcadores moleculares de ADN y debido a su rápida y fácil aplicación, los marcadores 
RAPD y los microsatélites han sido los más utilizados para este tipo de estudios mientras 
que otros marcadores como los RFLP, AFLP o ISSR han sido utilizados en menor medida. 
Dentro de las especies frutales de hueso una gran parte de estos trabajos han sido llevados 
a cabo en melocotonero, mientras que el resto de especies como el almendro, el ciruelo, el 
albaricoquero o el cerezo todavía no han sido analizadas tan exhaustivamente.  
 
Los RAPDs fueron utilizados para la identificación de genotipos de variedades 
frutales principalmente en la década de los 90. En melocotonero destacan los trabajos 
llevados a cabo por Warburton y Bliss (1996) y Lu et al. (1996) que, además de identificar 
un gran numero de variedades y patrones de melocotonero respectivamente, realizaron 
estudios de similitud genética de los genotipos estudiados a partir de los datos obtenidos de 
los marcadores moleculares. Otros estudios similares fueron los llevados a cabo por 
Bartolozzi et al. (1998) en almendro, Ortiz et al. (1997) en ciruelo, Takeda et al. (1998) en 
albaricoquero y Gerlach y Stosser (1997) en cerezo.  
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Más recientemente la mayoría de trabajos realizados para la caracterización de 
variedades frutales de hueso han sido realizados utilizando microsatélites. Así los primeros 
marcadores basados en los microsatélites desarrollados en el género Prunus  fueron 
identificados en melocotonero por Cipriani et al. (1999) y, posteriormente, un gran número 
de microsatélites han sido desarrollados en esta especie (Aranzana et al., 2002; 
Dirlewanger et al., 2002; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000), mientras que un 
número muy escaso de microsatélites han sido desarrollados en el resto de especies del 
género (Cantini et al., 2001). Estos microsatélites han sido utilizados con éxito no 
solamente para la identificación de variedades de melocotonero (Aranzana et al., 2003a) 
sino que también han podido ser transferidos para su utilización en la caracterización 
varietal de otras especies del género Prunus como el albaricoquero (Hormaza 2002), el 
cerezo (Dirlewanger et al., 2002), el guindo (Cantini et al., 2001) o especies adicionales e 
híbridos interespecíficos utilizados como patrones (Serrano et al., 2002; Struss et al., 
2002). 
 
Los diferentes trabajos realizados en la identificación varietal en especies frutales 
han permitido distinguir genotipos, clarificar sinonimias, identificar variedades mal 
clasificadas y establecer la similitud genética entre genotipos y su origen geográfico. De 
hecho la utilización de marcadores moleculares de ADN para la identificación varietal es 
de gran utilidad en especies frutales ya que estas se caracterizan por un gran polimorfismo 
entre variedades y ningún polimorfismo entre individuos de una misma variedad debido a 
su reproducción vegetativa. Esta aplicación de los marcadores moleculares puede ser 
incluso de mayor interés para la identificación de patrones frutales, ya que estos presentan 
muy pocas diferencias morfológicas una vez que han sido injertados.  
 
El establecimiento de los perfiles moleculares tipos con microsatélites es una 
herramienta muy útil que puede ser utilizada para una diversidad de aplicaciones 
adicionales: estudios de paternidad (Buteler et al., 2002), estudios poblacionales (Perera et 
al., 2000), de dispersión de polen o semillas (Godoy y Jordano, 2001), mejora genética 









Los sistemas de incompatibilidad están basados en la capacidad de la flor para 
rechazar su propio polen. La mayor parte de estos sistemas se pueden clasificar en dos 
tipos, incompatibilidad esporofítica o gametofítica (De Nettancourt, 2001). En la 
incompatibilidad esporofítica, el fenotipo de incompatibilidad del polen está determinado 
por el genotipo de la planta productora del polen, y es característico de la familia de las 
Brasicaceae. En la incompatibilidad gametofítica el genotipo del grano de polen es el que 
determina su fenotipo. El cerezo, como otras especies de la familia de las Rosáceas, 
Solanáceas y Escrofulariáceas exhibe incompatibilidad estilar gametofítica monofactorial 
con múltiples alelos (GSI) (de Nettancourt, 2001). La reacción de incompatibilidad en este 
sistema está determinada por un locus (S) con múltiples alelos (S1,S2,....Sn), y la 
fecundación sólo ocurre cuando el alelo S del genoma haploide del grano de polen es 
diferente de los dos alelos S en el tejido diploide del pistilo (Crane y Lawrence, 1929). 
Diferentes trabajos han confirmado que la respuesta de incompatibilidad gametofítica en el 
polen y en el estilo de las Rosáceas y Solanáceas, está determinada por genes diferentes del 
mismo locus S (McCubbin y Kao, 2000). Entre estos, destacan los trabajos en los cuales se 
describen mutaciones del locus S que afectan a la función del polen pero no del estilo o 
viceversa (Sassa et al., 1997; Lewis y Crowe, 1954). Así el término haplotipo se utiliza 
para describir variantes del locus S y el término alelo se utiliza para indicar las variantes de 
un gen polimórfico en el locus S (McCubbin y Kao, 2000). 
 
En los años 80 se observó que el locus S en el estilo, codifica una ribonucleasa 
específica para cada alelo S (S-RNasa) (McClure et al., 1989) y que esta proteína es 
responsable del rechazo en el estilo de polen que tiene el mismo alelo S (Huang et al., 
1994; Murfett et al., 1994; Lee et al., 1994). Estudios llevados a cabo posteriormente en 
especies de la familia de las Rosáceas, como el almendro (Tao et al., 1997; Ushijima et al., 
1998a), el manzano (Malus x domestica Borkh.) (Broothaerts et al., 1995; Sassa et al., 
1994), el peral Europeo (Pyrus communis) (Zuccherelli et al., 2002), el albaricoquero 
Japonés (Prunus mume) (Yaegaki et al., 2001), el peral Japonés (Pyrus serotina) (Sassa et 
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al., 1992, 1993; Ishimizu et al., 1998), el guindo (Yamane et al., 2001) y el cerezo (Tao et 
al., 1999a), han demostrado que ribonucleasas estilares similares a las de las Solanáceas 
están involucradas en la respuesta de incompatibilidad en estas especies y que, por lo tanto, 
un mecanismo similar al descrito en las Solanáceas tiene lugar en las Rosáceas para 
controlar la incompatibilidad polen-pistilo. De hecho, tanto las Solanáceas y 
Escrofulariáceas, que pertenecen a la subclase Asteridae, como las Rosáceas, que 
pertenecen a la subclase Rosidae, presentan el mecanismo de reconocimiento y rechazo de 
polen basado en la ribonucleasa T2 y estudios filogenéticos demuestran que la utilización 
de una ribonucleasa ancestral para la reacción de incompatibilidad ocurrió antes de la 
divergencia de estas tres familias (Igic y Kohn, 2001) 
 
Así, en la incompatibilidad gametofítica que opera en las Rosáceas, la reacción de 
incompatibilidad está determinada por una ribonucleasa alelo-específica que establece el 
fenotipo de incompatibilidad en el estilo y un factor S expresado en el polen que establece 
el fenotipo de incompatibilidad de este, pero cuya identidad todavía no ha sido confirmada. 
Partiendo de lo que hoy se conoce de este sistema de incompatibilidad se cree que el factor 
S del polen debe tener las siguientes características: su gen debe estar ligado al gen de las 
riboncleasas S, debe presentar diversidad alélica y debe interaccionar con la ribonucleasa S 
correspondiente de una manera alelo-específica (McCubbin y Kao, 2000). Recientemente, 
un gen del locus S, que se expresa específicamente en el polen y que presenta diversidad 
alélica, ha sido identificado en Escrofulariáceas  (Lai et al., 2002) y en  Rosáceas 
(Ushijima et al., 2003). El producto de este gen, denominado AhSLF en Antirrhinum 
(Escrofulariáceas) y SFB en almendro (Rosáceas), contiene un dominio caja F y es un 
sólido candidato a factor S del polen (Sp). La presencia en este gen de un dominio caja F 
en su extremo amino terminal sugiere que esta proteína puede tener la función de dirigir la 
degradación de un substrato específico a través de una ruta de degradación de proteínas 
mediado por ubiquitinas.  
 
 
Modelos de interacción polen-pistilo en la incompatibilidad gametofítica 
 
Aunque es sabido que la actividad ribonucleasa de las ribonucleasas S es esencial 
para su función en la reacción de incompatibilidad, todavía no se conoce con exactitud la 
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manera precisa en que se inhibe el crecimiento de los tubos polínicos que tienen el mismo 
alelo. Dos posibles modelos se han descrito para explicar la interacción entre los factores S 
del polen y del estilo para dar lugar a la reacción de incompatibilidad (McCubbin y Kao, 
2000); el modelo “receptor” y el modelo “inhibidor”. En el primero, el producto S del 
polen sería una molécula receptora ligada a la pared del tubo polínico que actuaría como 
un ‘guardián’ permitiendo la entrada solamente de ribonucleasas S con el mismo alelo S. 
La ribonucleasa S entraría en el citoplasma del tubo polínico degradando el ARN y 
cesando el crecimiento de este. En el modelo inhibidor, el producto S del polen sería un 
inhibidor de las ribonucleasas S, de forma que todas las ribonucleasas S entrarían en el 
citoplasma del tubo polínico y el producto S del polen inhibiría la actividad de todas las 
que no tengan su mismo alelo. Así la ribonucleasa con el mismo alelo no desactivada 
degradaría el ARN del tubo polínico cesando así su crecimiento. Aunque ambos modelos 
son consistentes con lo que se conoce del locus S (De Nettancourt, 2001), estudios 
recientes han demostrado de forma experimental que las ribonucleasas S se acumulan en el 
citoplasma de los tubos polínicos independientemente del haplotipo de ambos factores, 
aportando así evidencia que apoya el modelo inhibidor (Luu et al., 2000). 
 
Si las proteinas caja F identificadas en Antirrhinum y almendro (Lai et al., 2002;  
Ushijima et al., 2003) son el factor S del polen, la función de estas puede ser explicada de 
acuerdo con el modelo inhibidor. La proteína caja F dirigiría la degradación de las 
ribonucleasas S con alelos diferentes al suyo propio dejando activas las ribonucleasas S con 
el mismo alelo S.  La pregunta por contestar es como las proteínas F-box diferencian e 
interaccionan de una forma u otra con las ribonucleasas S con su mismo alelo o con alelos 
diferentes. Lai et al. (2002) y  Ushijima et al. (2003) proponen dos modelos diferentes; el 
primero sugiere que la proteína caja F tiene una mayor afinidad por las ribonucleasas S con 
alelos diferentes y una menor afinidad por las ribonucleasas S con el mismo alelo, lo que 
implicaría que todas las ribonucleasas serían degradadas, pero que los tubos polínicos que 
no tienen ningún alelo en común con el tejido estilar crecen más rápido. Ushijima et al. 
(2003) sugieren que las ribonucleasas S pueden ser identificadas por un dominio de 
especificidad en el extremo carboxy terminal de la proteína con caja F con el mismo alelo, 
mediante el cual se unirían a esta en forma de un pseudo-substrato que no estaría destinado 
hacia la degradación. No obstante, este es un campo en ebullición en el que se están 
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produciendo avances significativos a gran velocidad y la existencia de distintos sistemas 




La incompatibilidad polen-pistilo en la mejora de cerezo 
 
La incorporación de la autocompatibilidad en las variedades de cerezo se ha 
convertido en uno de los principales objetivos de mejora de esta especie (Brown et al., 
1996). En cerezo y otras especies frutales en las que también opera la autoincompatibilidad 
floral, no se produce cuajado en ausencia de polen compatible y, como consecuencia, los 
árboles de una plantación deben ir acompañados de árboles polinizadores que aseguren la 
presencia de polen compatible. Esta situación implica problemas de manejo para el 
agricultor, que incluyen la dedicación de espacio y recursos adicionales para los 
polinizadores que además deben solapar con los árboles destinados a la producción en la 
época de floración, y una producción de frutos desigual debido a la presencia de estos 
árboles polinizadores cuyo fruto normalmente no es tan deseable como el de los árboles 
dedicados a la producción. La producción frutal con árboles autoincompatibles puede ser 
además errática y depende de las condiciones climáticas antes y durante la floración, y de 
la cantidad de polen producida cada año (Free, 1960). Muchos de esos inconvenientes 
pueden ser eliminados mediante el uso de variedades autocompatibles (Tehrani y Brown, 
1992).  
 
En cerezo, la aparición de la variedad Stella y otras variedades autocompatibles 
descendientes de esta han permitido el establecimiento de plantaciones monovarietales 
reduciendo considerablemente los inconvenientes que presenta la necesidad de variedades 
polinizadoras. Sin embargo, el creciente interés por las variedades autocompatibles y el 
origen común de las variedades autocompatibles actualmente utilizadas, hace necesario 
incorporar nuevas fuentes de incompatibilidad en los programas de mejora. El estudio de 
otras variedades autocompatibles de cerezo como son la variedad Cristobalina o la 
variedad italiana Bonnanaro (G. Nieddu, comunicación personal), puede dar respuesta a 
esta necesidad.  
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OBJETIVOS 
 
 El objetivo de este trabajo es la aplicación de tecnologías moleculares en 
identificación y mejora de cerezo. Así, se pretende aplicar tecnologías de caracterización 
molecular, que permitan acelerar y optimizar los métodos actuales de caracterización 
varietal en cerezo. Al mismo tiempo, se pretende estudiar el carácter de incompatibilidad 
polen-pistilo en cerezo, mediante el desarrollo de técnicas moleculares que permitan 
establecer un sistema de identificación de grupos de incompatibilidad en esta especie y la 
caracterización de un mutante autocompatible que pueda ser usado en programas mejora. 
Así, la aplicación de marcadores moleculares en la caracterización de genotipos e 
incompatibilidad polen-pistilo en cerezo, permitirá agilizar y mejorar el establecimiento de 
protocolos de identificación y selección precoz de la autocompatibilidad y su posterior 
transferencia al sector productivo. 
 
Objetivo 1. Identificación molecular de variedades y patrones de cerezo 
Establecimiento de un sistema de identificación de variedades y patrones de cerezo 
mediante la utilización de marcadores moleculares de ADN. Utilización de este método 
para la identificación los genotipos de las variedades y patrones de las colecciones de 
cerezo situadas en el SIA (Zaragoza) y en Barrado (Cáceres), así como para estudiar la 
similitud genética entre ellas. 
 
Objetivo 2. Identificación de alelos de incompatibilidad polen-pistilo 
 Establecimiento de un método de identificación de alelos de incompatibilidad 
polen-pistilo en cerezo mediante la técnica de PCR. Identificación de los genotipos S de las 
variedades de las colecciones de cerezo situadas en el SIA  (Zaragoza) y en Barrado 
(Cáceres). Caracterización molecular de nuevos alelos de incompatibilidad. 
 
Objetivo 3. Caracterización de mutante autocompatible 
 Caracterización del origen de la mutación que otorga el carácter de 
autocompatibilidad a la variedad 'Cristobalina' para su uso posterior en programas de 
mejora y para profundizar en el conocimiento de la interacción polen-pistilo en especies 
con autoincompatibilidad gametofítica. 
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 Este trabajo está dividido en dos partes principales; por un lado, identificación 
varietal y estudios de similitud genética, y por otro, incompatibilidad polen-pistilo. En la 
primera parte se ha estudiado el desarrollo y la aplicación de marcadores moleculares tipo 
microsatélite para la identificación y el estudio de la similitud genética de variedades 
(Capítulo 2) y patrones de cerezo (Capítulo 3) de las colecciones del SIA de Zaragoza. En 
la segunda parte se ha estudiado la incompatibilidad polen-pistilo, estableciéndose un 
método de identificación de alelos S en variedades de cerezo mediante PCR (Capítulo 4) y 
ambas metodologías han sido aplicadas para estudiar las variedades de cerezo del Valle del 
Jerte (Capítulo 5). Los nuevos alelos de incompatibilidad identificados en las variedades de 
cerezo analizadas en los Capítulos 4 y 5 han sido caracterizados mediante técnicas 
moleculares para corroborar su identidad (Capítulo 6). Finalmente, para completar el 
estudio de la incompatibilidad polen-pistilo en cerezo se ha llevado a cabo el estudio de un 
mutante autocompatible (la variedad Cristobalina) con el objetivo de caracterizar el origen 




2. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE GENOTIPOS DE 
CEREZO MEDIANTE LA UTILIZACIÓN DE SSRs 






La identificación de variedades ha estado basada tradicionalmente en la 
observación de los caracteres morfológicos. Sin embargo los marcadores moleculares 
permiten una identificación más precisa de los genotipos vegetales y son de gran interés 
para la caracterización de árboles frutales. Los trabajos relacionados con el uso de 
marcadores moleculares para la identificación de variedades de cerezo son escasos y 
limitados al empleo de isoenzimas (Granger et al., 1993; Beaver et al., 1995) y de RAPDs  
(Gerlach y Stösser, 1997). Sin embargo, los microsatélites (SSRs; Litt y Luly, 1989; Tautz, 
1989) se están convirtiendo en los marcadores más utilizados con fines de identificación de 
genotipos debido al gran polimorfismo que revelan y a su buena reproducibilidad (Gupta y 
Varshney, 2000; Wünsch y Hormaza, 2002a). Entre los frutales de clima templado la 
mayoría de las secuencias que flanquean los microsatélites han sido clonadas y 
secuenciadas en melocotonero (Aranzana et al., 2002; Cipriani et al., 1999; Sosinski et al., 
2000; Testolin et al., 2000) y manzano (Guilford et al., 1997; Gianfranceschi et al., 1998; 
Hokanson et al., 1998), especies en las cuales estas secuencias han sido usadas para la 
identificación de genotipos y para el estudio de la similitud genética. El principal 
inconveniente que plantea el empleo de microsatélites es la dificultad que implica su 
identificación. Sin embargo, se ha comprobado que las secuencias que flanquean los 
microsatélites frecuentemente están conservadas entre géneros y especies (Dirlewanger et 
al., 2002; Downey y Iezzoni, 2000; Hormaza, 2002; Yamamoto et al., 2001). No obstante, 
los estudios de transportabilidad de microsatélites entre especies frutales de clima 
templado hasta ahora han incluido un numero limitado de genotipos por lo que son 
necesarios trabajos a mayor escala que permitan validar su uso en las distintas especies.  
 
 
1Wünsch A, Hormaza JI. 2002. Molecular characterisation of sweet cherry (Prunus avium L.) genotypes 
using peach [Prunus persica (L.) Batsch] SSR sequences. Heredity 89:56-63. (Anexo 9) 
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Por lo tanto, en este capítulo se describe el análisis de 34 pares de cebadores desarrollados 
en melocotonero para caracterizar y estudiar la similitud genética entre 76 genotipos de 
cerezo que incluyen variedades antiguas de diversos orígenes geográficos y nuevos 
genotipos obtenidos en diferentes programas de mejora. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal y extracción de ADN genómico 
 
El ADN genómico fue extraído de 76 genotipos de cerezo (Tabla 2.1), que se 
encuentran en el Servicio de Investigación Agroalimentaria en Zaragoza, utilizando una 
versión modificada (Hormaza, 2002) del protocolo de extracción de ADN descrito por 
Doyle y Doyle (1987). Debido a la baja calidad del ADN extraído de hojas recogidas en 
otoño y a que las hojas frescas sólo están disponibles en primavera, el ADN genómico se 
extrajo de yemas en reposo recogidas entre noviembre y diciembre. El ADN de hojas 
recogidas en primavera se comparó con el obtenido de yemas en reposo para 10 genotipos. 
Así, para cada muestra se utilizaron de 8 a 10 yemas en reposo o 50 mg de hojas jóvenes 
que fueron trituradas en 400 µl tampón de extracción (100mM Tris HCl pH 8, 1,4 M NaCl, 
20mM EDTA, 2% CTAB, 1% PVP,  0.1% bisulfito de sodio) y mezcladas posteriormente 
con 0,4 µl de 2-mercaptoetanol. Las muestras fueron incubadas durante 25 minutos a 65°C 
y posteriormente se mezclaron con 400 µl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y 
centrifugadas a 10.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante fue separado después de la 
centrifugación y los ácidos nucleicos se precipitaron añadiendo 240 µl de isopropanol frío. 
El precipitado fue recuperado mediante un centrifugado a 13.000 g durante 5 minutos, 
lavado en 400 µl de tampón de lavado (10mM acetato de amonio en etanol al 76%), secado 
durante una noche y resuspendido en tampón MTE (10mM Tris HCl, 0,1mM EDTA). El 
ADN extraído fue cuantificado con un espectrofotómetro y diluido a una concentración de 






Tabla 2.1. Variedades de cerezo incluidas en el estudio con los genotipos de microsatélites 

























Ambrunés U, E 140 180/160 290 150/125 160/130 110/100 110/90 125 130 
Arcina BP, F 140 180 260 150/130 130 110/100 100/90 140/125 130 
Belge U, CE 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110/90 130 130 
Bing BP, US 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110/90 130 130 
Blanca de Provenza U 140 180/160 290/260 120 130 100 105/90 145/125 130/100 
Brooks BP, US 140 180 290 150/120 130 110/100 90 135/125 130 
Burlat U, F 140 180 290 150/130 130 110/100 100/90 130/120 130 
Burlat C-1 BP, I 140 180 290 150/130 130 110/100 100/90 130/120 130 
Celeste (Sumpaca) BP, C 140 180 290 150/130 130 110/100 100 135/125 130 
Chinook BP, US 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110 145/130 130 
Compact Stella BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 145/125 130 
Coralise (Gardel) BP, F 140 180 260 150/130 130 110/100 100/90 135/125 130 
Corum BP, US 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 140/130 
Cristalina (Sumnue) BP, C 190/140 180/160 260 150/120 130 110 110/100 135/125 130 
Cristobalina U, E 190/140 180 290/260 150/115 130 110/100 110/90 135/125 130 
Duroni 3 (Cheleat) U, I 140 180 290/260 150/115 130 110/100 100/90 125 130 
Earlise (Riverdel) BP, F 140 180 290/260 150/130 130 100 90 130/120 130 
Earlystar BP, I 190/140 180 290 150/120 130 100 100/90 145/125 130 
Early Van Compact BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 135/125 130/120 
Ferrovia U, I 140 180 290/260 150/120 130 110 100 145/130 140/130 
Garnet (Magar) BP, US 140 180 260 120 130 110/100 110/90 130 130 
Gil Peck BP, US 190/140 180/160 260 150/120 130 110 110 145/130 130 
Giorgia BP, I 140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 125 130/120 
Hartland BP, US 140 180 260 150/120 130 110 100/90 140/130 130 
Hedelfinger U, CE 140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130/100 
Lambert BP, US 190/140 180/160 290/260 150/120 130 110/100 110 125 130 
Lamida BP, US 140 180 260 150/120 130 110 110 145/125 130 
Lapins BP, C 190/140 180 290 150/120 130 110/100 100/90 135/125 130 
Larian BP, US 190/140 180 260 150/120 130 110 110/100 145/130 130 
Marmotte U, F 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130/100 
Marvin (Niram) BP, US 140 180 290/260 120 130 110/100 100/90 130/125 130 
Moreau U, F 140 180 290/260 150/115 130 100 100/90 145/125 130 
Napoleon  U, CE 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130 
Newstar BP, C 140 180 290/260 150/120 130 110/100 100 135/125 130/120 
Pico Colorado U, E 140 180/160 290/260 150/130 160/130 110/100 110 140/125 130 
Pico Negro U, E 140 180/160 290/260 150/115 160/130 100 110/90 140/120 130 
Precoce Bernard U, F 140 180 290/260 150/130 130 100 100/90 145/130 130 



















Ramon Oliva U, F 140 180/160 290 150/130 130 100 90 120 130 
Reverchon U, I 140 180 290/260 150/115 130 110/100 100 125 130 
Royalton BP, US 190/140 180 260 150/130 130 100 110/100 135/125 130 
Ruby BP, US 190/140 180 260 120 130 110/100 110/90 130 130 
Sam BP, C 140 180/160 290/260 150/120 130 100 110/100 145/125 130 
Samba (Sumste) BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 110/90 135/130 130 
Santina  BP,C 190/140 180/160 290/260 150/130 130 100 110/100 135/125 130 
Skeena BP, C 190 180 290/260 150/120 130 100 90 145/125 130 
Somerset BP, US 190/140 180 260 150/120 130 110/100 100 135/125 130/120 
Sonata (Sumleta) BP, C 190 180 290 150/120 130 100 100/90 145/125 130/120 
Spalding BP, US 190/140 180 260 150/130 130 110/100 110/100 135/125 140/130 
Star BP, C 190/140 180/160 260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130 
Stark. Hardy Giant BP, US 140 180 260 150/120 130 110/100 100/90 135/125 130 
Sue BP, C 140 180/160 260 150/120 130 110 110/100 135/125 140/130 
Sumesi (12S.8.33) BP, C 140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 145/130 130 
Summit BP, C 140 180/160 290/260 150/120 130 110/100 100 125 130 
Sunburst BP, C 140 180 290 150/120 130 110/100 100/90 145/130 130/120 
Sweetheart BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100 100/90 135/125 130/120 
Sylvia BP, C 140 180/160 290 150/120 130 110/100 100 145/125 130 
Taleguera Brillante U, E 140 180/160 290/260 150/115 130 100 100/90 135 130 
Tigre U, F 140 180 290 150/115 130 110 110/90 120 130 
Van BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 135/125 130/120 
Van spur BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 135/125 130/120 
Vega BP, C 190/140 180 260 150/130 130 110 100/90 135/125 140/130 
Vic BP, C 140 180 260 150/120 130 110/100 100/90 135/125 140/130 
Vignola (Duroni 2) U, I 140 180 260 150/130 130 110 100 140/125 130 
Vittoria U, I 140 180 290/260 150/130 130 110 100/90 145/130 130/120 
13N.7.19 BP, C 140 180 290/260 150/120 130 110/100 100/90 135/125 130/120 
13S.17.20 BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 110/90 130 130 
13S.18.10 BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130 
13S.18.15 BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 110/100 135/125 130/120 
13S.21.7 BP, C 140 180 290 150/130 130 110/100 100 135/125 130 
13S.27.17 BP, C 140 180 260 150/120 130 110 100/90 135/125 140/130 
13S.3.13 BP, C 190/140 180 290 150/120 130 100 110/100 145/130 130 
44W.11.8 BP, C 190/140 180 260 150/120 130 110 110/100 145/130 130 
83703007 BP, I 190/140 180 290 150/120 130 100 100 145/120 130 
84703002 BP, I 190/140 180 290 150/120 130 110/100 100/90 130/120 130 
84704006 BP, I 140 180 290 150/130 130 110/100 100/90 130/120 130 
* U: Pedigrí desconocido, BP: Programa de mejora, C: Canadá, CE: Centroeuropa, F: Francia, I: Italia, E: 
España, US: EEUU. 
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Amplificación mediante PCR y electroforesis 
 
El ADN extraído fue amplificado mediante PCR utilizando 34 pares de cebadores 
de microsatélites desarrollados en melocotonero (Tablas 2.2 y 2.3). Las reacciones de PCR 
se hicieron en un volumen de 20 µl que contiene 20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl, 4 
mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 µM de cada cebador, 40 ng de ADN genómico, 
0,45 unidades de ADN Taq polimerasa (Invitrogen) y una gota de aceite mineral. Las 
reacciones se hicieron en un termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.), usando el 
siguiente perfil: un ciclo inicial de 2 minutos a 94°C, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 
segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C, y un ciclo final de 5 minutos a 72°C. Para los 
cebadores pchcms1 y pchcms3, la temperatura de anillamiento se redujo hasta 40°C. Los 
productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles al 3% de agarosa 
"Metaphor" (FMC Bioproducts) en tampón 1X TBE a 5 V/cm, se tiñeron con bromuro de 
etidio y se visualizaron con luz ultravioleta. La estimación del tamaño de las bandas se 
llevó a cabo utilizando una marcador de tamaño de 10 pb (Invitrogen). Para confirmar los 
resultados, los microsatélites amplificados que presentaban diferencias menores de 5 pares 
de bases fueron además separados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 
(PAGE, ‘Poly Acrilamide Gel Electrophoresis’) al 10% en tampón 1X TBE, a una 




Análisis de resultados 
 
La heterocigosidad observada para cada locus fue calculada como el número de 
individuos heterocigotos del número total de individuos analizados para cada locus. Dicho 
valor fue dividido por el número de loci analizados para calcular la media. La relación 
genética entre los genotipos fue calculada mediante un análisis de agrupamiento utilizando 
el método UPGMA (‘Unweighted Pairwise Group Method’) a partir de la matriz de 
similitud obtenida de la proporción de fragmentos comunes (Nei y Li, 1979). Los 
coeficientes cofenéticos de los dendogramas fueron calculados a partir de una matriz 
cofenética. Todos estos calculos se efectuaron con el programa NTSYS-pc 2.02 (Exeter 
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Software). La solidez de cada dendograma obtenido a partir del análisis de agrupamiento 
UPGMA fue estimada mediante un análisis de ‘bootstrap’, realizando 2000 repeticiones 





De los 34 pares de microsatélites utilizados, 24 (70%) de ellos dieron lugar a 
amplificaciones en cerezo, de los cuales, 13 (38%) fueron polimórficos y nueve fueron 
seleccionados para la identificación de los 76 genotipos de cerezo (Tabla 2.2 y 2.3). Un 
ejemplo de la amplificación obtenida en tres loci con los cebadores de melocotonero 
utilizados, se encuentra en la Figura 2.1. No se detectaron diferencias entre los patrones de 
amplificación obtenidos entre las muestras de material fresco recogidas en primavera y las 
de yemas en reposo. La electroforesis con geles de poliacrilamida no desnaturalizante 
confirmó los resultados obtenidos con agarosa ‘Metaphor’, pero no reveló bandas 
adicionales. De hecho, la electroforesis con poliacrilamida revela un mayor número de 
artefactos y bandas escalonadas, lo cual dificulta la identificación de los alelos de 
microsatélites comparado con la electroforesis en geles de agarosa.   
 
De los 24 pares de cebadores que amplificaron loci poli- o monomórficos, 11 
(45%) de ellos amplificaron alelos en el mismo rango de tamaño que los descritos en 
melocotonero para los mismos pares de cebadores (Tablas 2.2 y 2.3). Cuatro de los 13 loci 
polimórficos fueron desechados (pchcms1, UPD98-024, UPD98-410) porque las 
diferencias entre las bandas eran demasiado pequeñas para diferenciarlas con precisión 
mediante electroforesis en geles de agarosa, o porque los patrones de bandas eran 
demasiado complejos (UPD98-411) para identificar un único locus. Tres pares de 
cebadores (pchms3, UPD98-409, UPD98-412) amplificaron alelos comunes para todos los 
genotipos analizados. El número de alelos por locus osciló entre 2 y 7, en un rango de 90 a 
290 pb. La heterocigosidad osciló entre 0,04 y 0,94 para los locus UPD98-409 y UPD96-
005 respectivamente, mientras que la heterocigosidad media fue de 0,49. La 
heterocigosidad para las 23 variedades más antiguas o de pedigrí desconocido fue de 0,49, 
mientras que la heterocigosidad para los restantes 53 genotipos fue de 0,47. 
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Tabla 2.2. Microsatélites que no amplificaron loci polimórficos o puntuables en los genotipos de 
cerezo. 
 






pchcms1 Sosinski et al. (2000) (CA)9(TA)14 (GA)13 130-190 
UPD98-024 Testolin et al. (2000) (GT)19TC(TG)7 70-80 
UPD98-411 Testolin et al. (2000) (TC)16 150-190 
UPD98-410 Testolin et al. (2000) (AG)23 130-160 
pchgms2 Sosinski et al. (2000) (CT)24 135 n.p. 
pchgms3 Sosinski et al. (2000) (CT)14 190 n.p. 
pchgms4 Sosinski et al. (2000) (CT)21 150 n.p. 
Pchcms2 Sosinski et al. (2000) (CA)8 90 n.p. 
UDP96-003 Cipriani et al. (1999) (CT)11(CA)28 85 n.p. 
UDP96-008 Cipriani et al. (1999) (CA)23 135-155 n.p. 
UDP96-018 Cipriani et al. (1999) (AC)21 265 n.p. 
UDP96-019 Cipriani et al. (1999) (TG)18(AG)7 320 n.p. 
UDP98-405 Cipriani et al. (1999) (AG)9 105 n.p. 
UDP98-406 Cipriani et al. (1999) (AG)15 395 n.p. 
UPD98-025 Testolin et al. (2000) (CA)19 70-95 n.p. 
UPD98-407 Cipriani et al. (1999) (GA)29 n.a. 
UPD98-416 Testolin et al. (2000) (AG)18 n.a. 
UDP96-001 Cipriani et al. (1999) (CA)17 n.a. 
UDP97-403 Cipriani et al. (1999) (AG)22 n.a. 
UPD96-010 Cipriani et al. (1999) (GT)21(GAGT)4(GA)18 n.a. 
UPD96-013 Cipriani et al. (1999) (AG)22(TG)8TT(TG)10 n.a. 
UPD96-015 Cipriani et al. (1999) (CA)31 n.a. 
UPD97-401 Cipriani et al. (1999) (GA)19 n.a. 
UPD98-408 Cipriani et al. (1999) (CT)14 n.a. 
UPD98-414 Testolin et al. (2000) (TC)24 n.a. 
* n.p.: no hubo polimorfismo; n.a.: no hubo amplificación 
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pchgms1a (AC)12(AT)6 194 140-190 4 2 0.43 
pchcms3a (CT)19 220 160-180 2 2 0.21 
pchcms5a (CA)9(TA)8 246 260-290 3 2 0.47 
UDP96-005b (AC)16TG(CT)2 
CA(CT)11 
155 120-150 4 5 0.94 
UDP98-409b (AG)19 129 130-160 5 2 0.04 
UPD98-021c (GA)22(CA)11 145 100-110 2 2 0.52 
UPD98-022c (TG)12(AG)24 139 90-110 5 4 0.75 
UPD97-402b (AG)17 136 120-150 3 7 0.81 
UPD98-412c (AG)28 129 100-140 5 4 0.25 
a Sosinski et al. (2000). b Cipriani et al. (1999). c Testolin et al. (2000). 
 
 
Los genotipos para los cuales se amplificó un único fragmento fueron considerados 
homocigotos para ese locus (Callen et al., 1993). La herencia de los microsatélites fue 
revisada para los genotipos cuyo pedigrí es conocido y cuyos genotipos parentales estaban 
presentes en nuestra colección. En todos los casos las bandas presentes en la descendencia 
estaban presentes en al menos uno de los genotipos parentales. Con los pares de cebadores 
UPD98-409, UPD98-412, UPD97-402 y UDP98-022 se amplificaron alelos únicos para 
alguna variedad. Así todos los genotipos analizados presentan un alelo de 130 pb con el par 
de cebadores UPD98-409 y sólo ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’ y ‘Pico Colorado’ presentan 
una segunda banda de 160 pb. Asimismo, las variedades ‘Marmotte’, ‘Hedelfingen’ y 
‘Blanca de Provenza’ comparten un alelo distinto del resto con el par de cebadores 
UPD98-412. Generalmente las variedades más antiguas como ‘Burlat’, ‘Marmotte’ o 
‘Hedelfinger’, y las variedades locales españolas fueron las que contribuyeron en mayor 
medida a la presencia de alelos poco frecuentes. 
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Figura 2.1. Fragmentos de amplificación obtenidos utilizando los cebadores de los loci de 
microsatélites de melcotonero ‘pchcms5’ (a), ‘pchcms3’ (b) y UPD96-005 (c), en 18 (a,b) y 15 (c) 







La combinación de los nueve cebadores seleccionados y de los 27 alelos 
polimórficos resultantes permitieron distinguir inequívocamente 72 (94%) genotipos. El 
análisis de agrupamiento reveló varios dendogramas posibles, de los cuales el de mayor 
correlación cofenética (0,66) se muestra en la Figura 2.2. Como era esperado los genotipos 
derivados de mutaciones no se pudieron distinguir de los genotipos originales  (‘Van Spur’ 
y ‘Early Van Compact’ de ‘Van’, y ‘Burlat C1’ de ‘Burlat’). Los otros genotipos que no se 
pudieron distinguir son dos pares de genotipos que tienen un pedigrí muy similar (‘Celeste’ 
y ‘13S.21.7’, y ‘Burlat’ y ‘84704006’). La mayoría de los genotipos obtenidos en el 
mismos programa de mejora y/o que comparten parentales se agruparon juntos en el 
dendograma (Figura 2.2).  
 
Debido a que la mayoría de los genotipos introducidos recientemente como 
resultado de distintos programas de mejora comparten genotipos parentales, se llevó a cabo 
un análisis de agrupamiento con los 23 genotipos que no proceden de recientes programas 
de mejora. Estos genotipos incluyen las variedades antiguas de origen desconocido y los 
parentales de mejora que proceden directamente de otras variedades antiguas. En este 
análisis se obtuvo un único dendograma con una correlación cofenética de 0,70 (Figura 
2.3). En este dendograma las 23 variedades se agruparon en dos grupos principales, que 
separan los genotipos originados en el norte de Europa y Norteamérica de aquellos que son 





En este capítulo se describe la caracterización genotípica de 72 variedades de 
cerezo utilizando los 27 marcadores tipo SSR obtenidos a partir de nueve pares de 
cebadores desarrollados en melocotonero. Los resultados confirman la eficacia de los 
marcadores tipo microsatélite con fines de identificación varietal. Además, los resultados 
también demuestran que los microsatélites están muy conservados entre melocotonero y 
cerezo, lo cual permite utilizar los mismos cebadores de SSR para detectar variación intra-
específica en especies relacionadas, aunque la capacidad para amplificar loci y detectar 
polimorfismo de los mismos cebadores, normalmente decrece cuando la distancia genética 
Capítulo 1 
30  
aumenta (Steinkellner et al., 1997; White y Powell, 1997; Maguire et al., 2000; Roa et al., 
2000). 
 
El hecho de que ambas fuentes de ADN, tanto las hojas como las yemas en reposo, 
producen ADN de suficiente calidad para la amplificación de microsatélites, permite llevar 
a cabo la caracterización de material vegetal en cualquier momento del año. La detección 
de los SSR mediante electroforesis en geles de poliacrilamida complica la identificación de 
los alelos principalmente por la presencia de los patrones de bandas escalonadas (‘stutter’) 
sin mejorar significativamente la resolución que se obtiene con agarosa de alta resolución. 
Además la utilización de PAGE consume más tiempo y es más tóxica que la electroforesis 
en geles de agarosa. Aunque un sistema automático de detección sería capaz de resolver la 
variación alélica con más precisión y, como consecuencia, el número de alelos detectados 
sería mayor que el descrito en este trabajo, para el análisis rutinario de genotipos utilizando 
SSR, la electroforesis con geles de agarosa es un método conveniente (Morgante et al., 
2001). 
 
En este trabajo se ha obtenido amplificación en cerezo con 24 de los 34 (73%) 
microsatélites de melocotonero analizados, de los que 13 (38%) fueron polimórficos. Esta 
eficiencia es menor que la descrita recientemente para albaricoquero, donde el 88% de los 
microsatélites de melocotonero amplificaron loci, mientras que el 54% de ellos fueron 
polimorficos (Hormaza, 2002). Una probable explicación de estas diferencias puede 
deberse a las distintas posiciones del albaricoquero y del cerezo respecto al melocotonero 
en la filogenia del género Prunus. Así, estudios morfológicos (Westwood, 1993) apoyados 
también por estudios de la variacion del ADN de cloroplastos (cpDNA) (Badenes y Parfitt, 
1995) y de proteínas (Bortiri et al., 2002) clasifican a las especies del género Prunus en 
cinco subgéneros (Prunophora, Amygdalus, Cerasus, Padus y Laurocerasus). Las 
principales especies cultivadas de Prunus  pertenecen a tres de ellos: Amygdalus 
(melocotonero y almendro), Prunophora (ciruelo y albaricoquero) y Cerasus (guindos y 
cerezos). Los estudios del ADN de cloroplastos  (Badenes y Parfitt, 1995) confirman la 
hipótesis (Watkins, 1976) de que los cerezos son genéticamente más distantes del 
melocotonero que el albaricoquero, dado que las especies del actual subgénero Cerasus se 
separaron antes que los otros dos subgéneros de las especies ancestrales de Prunus. 
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La heterocigosidad observada media de los loci polimórficos para el grupo de 
genotipos de cerezo analizado es 0,49, y varia entre 0,04 y 0,94. Aunque el cerezo es una 
especie alógama, la heterocigosidad descrita es similar a la descrita para otras especies de 
Prunus incluido el melocotonero (0,45, Sosinski et al., 2000; 0,47, Testolin et al., 2000) y 
el albaricoquero (0,51, Hormaza, 2002) utilizando marcadores SSR. Un bajo polimorfismo 
ha sido también detectado en cerezo por Stockinger et al. (1996) y Gerlach y Stösser 
(1997), usando marcadores RAPD, y por Boskovic y Tobutt (1998) y Beaver et al. (1995) 
con isoenzimas, lo cual probablemente refleja una estrecha base genética del germoplasma 
de cerezo. 
 
Ni la variedad ‘Burlat C1’, una mutación de ‘Burlat’, ni ‘Van Spur’ o ‘Early Van 
Compact’, ambas mutaciones de ‘Van’, pudieron ser diferenciadas de ‘Burlat’ o ‘Van’, 
respectivamente. La imposibilidad de diferenciar mutantes que difieren del genotipo 
original en uno o unos pocos genes era de esperar dada la naturaleza de los SSR, ya que es 
altamente improbable que los microsatélites amplificados correspondan a la zona de ADN 
mutada, cuando han sido aislados aleatoriamente de todo el genoma. El caso de los otros 
de pares de genotipos que no se pudieron distinguir, ‘Celeste’ y ‘13S.21.7’, y ‘84704006’ y 
‘Burlat’, se puede explicar con la información disponible que describe su pedigrí. ‘Celeste’ 
y ‘13S.21.7’ se originaron del cruce de ‘Van’ y ‘Newstar’, y ‘84704006’ desciende del 
cruce de ‘Burlat’ y ‘Sunburst’. En el primer caso, los dos genotipos parece que han 
heredado los mismos alelos para los loci analizados, y en el segundo, la segregación de los 
alelos ha resultado en el mismo perfil de bandas que el parental ‘Burlat’. El uso de un 
mayor número de SSR recientemente desarrollados en  Prunus (Aranzana et al., 2002, 
Cantini et al., 2001; Downey y Iezzoni, 2000; Dirlewanger et al., 2002) puede permitir 
discriminar entre los genotipos más relacionados genéticamente.  
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Figura 2.2. Dendograma de 76 variedades de cerezo incluidas en el estudio basado en un análisis 
de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de similitud generada con el coeficiente de Nei y Li  
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 El hecho de que varios de los genotipos analizados tengan parentales o antepasados 
comunes da lugar a la generación de distintos dendogramas posibles, por lo que estos se 
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clasificaron de acuerdo con su coeficiente de correlación cofenética. El dendograma que 
presenta un mayor valor de dicho coeficiente ilustra la identificación de los genotipos 
estudiados y los agrupa de acuerdo con su pedigrí (Figura 2.2). Sin embargo, una mejor 
representación de las relaciones de similitud se obtiene cuando el análisis se realiza 
únicamente con los 23 genotipos que incluyen las variedades más antiguas de origen 
desconocido y los parentales de mejora que derivan directamente de otros cultivares 
antiguos (Figura 2.3). En este caso, sólo se obtiene un dendograma posible mediante el 
análisis UPGMA aunque la escasez de marcadores disponibles resulte en un bajo valor 
cofenético y de análisis de ‘bootstrap’. Es de preveer que esta situación cambiará 
probablemente cuando otros SSR desarrollados en Prunus sean analizados en cerezo. 
 
Este dendograma agrupa las 23 variedades en dos grupos principales de acuerdo 
con su área geográfica de origen y su área de cultivo, lo que probablemente refleja la 
selección local de los mejores genotipos. Un grupo contiene genotipos del Sur de Europa y 
el otro contiene variedades que principalmente se originaron en el Norte y Centro de 
Europa o en Norteamérica pero que derivan de antiguos genotipos del Norte de Europa. La 
variedad ‘Blanca de Provenza’, que es la única de la colección estudiada que produce 
cerezas con la pulpa y piel de color crema-amarillo, aparece separada de los dos grupos 
junto con la variedad italiana ‘Vignola’. Es interesante resaltar que dentro del grupo que 
comprende las variedades del Sur de Europa, las variedades analizadas originarias de la 
región Española de Extremadura (‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’ y ‘Pico Colorado’), se 
agrupan juntas. Otro subgrupo está formado por algunas variedades francesas (‘Precoce 
Bernard’, ‘Moreau’, y ‘Burlat’), que se obtuvieron en la región francesa del Ródano entre 
finales del siglo XIX y principios del XX (Hedrick et al., 1915; Societé Pomologique de 
France, 1927, 1947). La variedad ‘Ramon Oliva’, que se agrupa cercana a las tres 
variedades francesas, aunque a veces se ha descrito que es de origen español (Bargioni, 
1996), parece que proviene de la región de Angers en Francia (Hedrick et al., 1915). 
‘Duroni 3’ y ‘Reverchon’, que se agrupan cercanas entre sí, fueron ambas llevadas a 
Francia desde Italia (Ctifl, 1990; Bargioni, 1996), mientras que ‘Taleguera Brillante’, 
‘Cristobalina’ y ‘Tigre’ tienen un origen incierto. Se cree que ‘Tigre’ procede también de 
Francia (Societé Pomologique de France, 1927), mientras que ‘Cristobalina’, originaria del 
Este de España, es morfológicamente diferente y geográficamente separada del resto de las 
Capítulo 1 
34  
variedades españolas analizadas. De hecho es una variedad autocompatible (Hugard, 1978) 
y la que presenta la floración más temprana de todas las estudiadas. 
 
El segundo grupo principal incluye las variedades del norte y centro de Europa 
como ‘Marmotte’ (Norte de Francia), ‘Napoleon’ (Centro Europa) y ‘Hedelfinger’ (Centro 
de Europa, probablemente de Alemania) y otras variedades más recientes originadas en el 
norte de América o Europa pero derivadas de variedades del norte de Europa: ‘Star’ de la 
polinización libre de ‘Deacon’, ‘Sam’ de la polinización abierta de una semilla de 
‘Windsor’ (encontrado en Ontario, Canada), ‘Bing’ de una semilla de  ‘Republican’ (a su 
vez, probablemente una semilla de Napoleon) y ‘Van’ de polinización libre de  ‘Empress 
Eugenie’ (Norte de Francia) (Hedrick et al., 1915; Societé Pomologique de France, 1924; 
Ctifl, 1990; Bargioni, 1996; Brooks y Olmo, 1952, 1997). Una variedad del sur de Europa, 
‘Ferrovia’, concretamente de la región italiana de Bari, también se encuentra en este 
subgrupo.  
 
Figura 2.3. Dendograma de 23 variedades de cerezo antiguas o derivadas directamente de 
variedades tradicionales basado en un análisis de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de 
similitud generada con el coeficiente de Nei y Li después de la amplificación con 9 pares de 
microsatélites.  
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3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE PATRONES DE CEREZO 






Tradicionalmente los patrones frutales han sido obtenidos a partir de semillas de la 
misma especie que la variedad, pero actualmente la pomología moderna demanda un 
desarrollo continuo de nuevos patrones clonales para poder satisfacer las necesidades de 
uniformidad y control del tamaño de los árboles. Como consecuencia, la disponibilidad de 
métodos de identificación fiables es cada vez más necesaria. Sin embargo, el proceso de 
identificación de los patrones utilizando los métodos de caracterización tradicionales es 
aún más complicado que el de las variedades debido a la ausencia de caracteres fenotípicos 
descriptivos una vez que el patrón ha sido injertado. Aunque el uso de marcadores de ADN 
puede optimizar en gran medida este proceso, hay escasos ejemplos de la aplicación de 
marcadores moleculares para la identificación de patrones frutales y la mayoría de ellos 
han sido llevados a cabo con marcadores RAPD (revisado en  Serrano et al., 2002). Por 
ello, en este capítulo se describe la posibilidad de utilizar marcadores microsatélites para la 
identificación molecular de patrones de cerezo.  
 
La mayoría de los patrones de cerezo comerciales disponibles actualmente 
pertenecen o son cruces interespecíficos de tres especies de Prunus: P. avium, P. mahaleb 
y P. cerasus. Con el objetivo de encontrar loci de microsatélites que estén conservados en 
las especies usadas como patrones de cerezo, en este trabajo se ha utilizado un grupo de 
nueve cebadores de SSR seleccionados para identificar 17 genotipos representativos de la 
diversidad actual de patrones para esta especie que comprenden varias especies e híbridos 
interespecíficos. Los genotipos estudiados incluyen  las especies P. avium, P. cerasifera, P. 
cerasus, P. mahaleb, y los híbridos interespecíficos P. mahaleb x P. avium, P. avium x P. 





MATERIALES Y MÉTODOS 
 
El ADN de 17 patrones de cerezo (Tabla 3.1) que se encuentran en las fincas del 
Servicio de Investigación Agroalimentaria en Zaragoza se extrajo siguiendo el protocolo 
descrito en el capítulo anterior. La reacción de PCR se llevó a cabo utilizando nueve 
cebadores de microsatélite seleccionados (Tabla 3.2) y desarrollados en melocotonero 
(Aranzana et al., 2002; Cipriani et al., 1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000). La 
amplificación mediante PCR, la electroforesis en geles de agarosa y los estudios de 
similitud genética se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito en el capítulo anterior 
(Wünsch y Hormaza, 2002b). 
 
Tabla 3.1. Patrones de cerezo incluidos en el estudio. 
 
Patrón Especie Origen 
Santa Lucía 64 P. mahaleb INRA, Burdeos (Francia) 
Santa Lucía 405 P. mahaleb INRA, Burdeos (Francia) 
Colt P. avium x P.pseudocerasus East Malling, (Reino Unido) 
Pontaris P. avium INRA, Burdeos (Francia) 
Pontavium P. avium INRA, Burdeos (Francia) 
Masto Montañana P. cerasus SIA, Zaragoza (España) 
F12/1 P. avium East Malling (Reino Unido) 
Masto San Juan P. cerasus SIA, Zaragoza (España) 
Masto Villamayor P. cerasus SIA, Zaragoza (España) 
Cab 6P P. cerasus Bolonia (Italia) 
Cab 11E P. cerasus Bolonia (Italia) 
San Adrian 5 P. cerasifera SIA, Zaragoza (España) 
San Adrian 4 P. cerasifera SIA, Zaragoza (España) 
Maxma 14 P. mahaleb x P. avium Oregon (EEUU) 
Maxma 97 P. mahaleb x P. avium Oregon (EEUU) 
Stockton Morello P. cerasus Illinois (EEUU) 





Tabla 3.2. Microsatélites utilizados para la identificación de los genotipos. 
  
Locus Nr. alelos Rango (pb.) Referencia 
pchgms1 10 130-200 Sosinski et al. 2000 
pchcms5 5 240-290 Sosinski et al. 2000 
UDP96-005 7 110-150 Cipriani et al. 1999 
UPD97-402 5 120-160 Cipriani et al. 1999 
UPD98-021 4 100-120 Testolin et al. 2000 
UPD98-022 8 80-170 Testolin et al. 2000 
UDP98-409 9 120-165 Cipriani et al. 1999 
UPD98-412 8 90-140 Testolin et al. 2000 




RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Los nueve loci microsatelite utilizados en este estudio fueron seleccionados debido 
a su polimorfismo entre variedades de cerezo (ver Capítulo 2; Wünsch y Hormaza, 2002b), 
y todos ellos amplificaron loci polimórficos entre las especies e híbridos interespecíficos 
analizados. Un ejemplo de la amplificación y resolución obtenida con el cebador 
‘pchcms5’, después de la electroforesis en un gel de agarosa se puede ver en la Figura 3.1.  
 
Los nueve pares de cebadores amplificaron un total de 62 alelos (Tabla 3.2) que 
han permitido identificar 15 genotipos únicos de los 17 genotipos analizados. No fue 
posible diferenciar los dos genotipos de la serie ‘M x M’, Maxma Delbard 14 (Brokforest) 
y Maxma Delbard 97 (Brokgrove), y dos selecciones de P. cerasus (Masto de Montañana y 
Masto de San Juan). Estos resultados no son inesperados puesto que los dos genotipos 
‘Maxma’, proceden de semillas de la polinización libre de P. mahaleb, por lo que son 
genéticamente muy próximos, y  los otros dos genotipos de P. cerasus fueron recolectados 
en la misma localidad. El análisis de agrupamiento (Figura 3.2), agrupó a los genotipos de 
acuerdo a su clasificación taxonómica, con un grupo principal que incluye todos los 
genotipos de P.avium o P. cerasus, separado de otros dos grupos menores que contienen 





Figura 3.1. Fragmentos de amplificación obtenidos con el locus de melocotonero pchcms5 en 18 







Los resultados confirman la eficacia de los SSR para la identificación de genotipos 
y demuestran la posibilidad transportar secuencias de microsatélites en el genero Prunus, 
lo cual probablemente indica que la distancia genética entre la mayoría de las especies del 
género es pequeña (Serrano et al., 2002). Ello permite el uso de los microsatélites de 
Prunus actualmente disponibles, principalmente de melocotonero, para la identificación 
molecular de genotipos que pertenecen a otras especies del género, eliminando la 
necesidad de desarrollar microsatélites para cada especie.  
 
La posibilidad de discriminar ente los diferentes patrones analizados tiene 
consecuencias prácticas importantes para un control eficiente de la propagación de 
patrones, puesto que actualmente es prácticamente imposible distinguir entre los patrones 
una vez han sido injertados debido a la ausencia de caracteres fenotípicos. Ya que los 
patrones se propagan vegetativamente, el uso de marcadores moleculares como los SSR 
pueden ser incorporados en los procesos de propagación, para asegurar la identidad 
correcta del material. Es más, la aplicación de estos marcadores para estudios de similitud 
genética será de gran utilidad para los mejoradores de patrones para maximizar la 





Figura 3.2. Dendograma de 17 patrones de cerezo incluidos en el estudio basado en un 
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4. IDENTIFICACIÓN DE LA CONSTITUCIÓN ALÉLICA DEL 






La mayoría de las variedades de cerezo son autoincompatibles y muchas de ellas 
son también interincompatibles (Crane y Lawrence, 1929). El mecanismo de 
incompatibilidad polen-pistilo en cerezo y otras especies frutales en las que opera la 
incompatibilidad gametofítica implica que el cuajado dependa de la disponibilidad de 
polen compatible. Como consecuencia, el conocimiento de la constitución alélica S y la 
asignación de las variedades a los distintos grupos de incompatibilidad es esencial para el 
establecimiento de plantaciones productivas de cerezo y para desarrollar de manera 
eficiente programas de mejora en esta especie. 
 
Tradicionalmente, las relaciones de compatibilidad entre variedades y la asignación 
de estas a los distintos grupos de incompatibilidad se ha llevado a cabo mediante ensayos 
de polinización y la observación de tubos polínicos con el microscopio (Linskens y Esser, 
1975). Sin embargo, a partir del aislamiento y caracterización de las ribonucleasas S de 
almendro (Tao et al., 1997), manzano (Broothaerts et al., 1995; Sassa et al., 1994), peral 
Japonés (Sassa et al., 1993; Ishimizu et al., 1998) y cerezo (Tao et al., 1999a), se han 
desarrollado métodos moleculares y bioquímicos para llevar a cabo la identificación de los 
alelos S y la asignación en grupos de incompatibilidad de las diferentes variedades de estas 
especies frutales. Así, en manzano, la identificación de alelos S se ha llevado a cabo 
utilizando análisis de proteínas (Bŏsković y Tobutt, 1999) y mediante PCR utilizando 
cebadores específicos para cada alelo en combinación con digestiones de restricción 
(Janssens et al., 1995). En almendro otro método de identificación de alelos S está basado 
en análisis mediante PCR con cebadores alelo-específicos (Tamura et al., 2000), mientras 
que en peral Japonés se ha utilizado PCR pero con cebadores diseñados en las zonas 
conservadas de las ribonucleasas, combinado con digestiones de restricción (Ishimizu et 
al., 1999).  
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En cerezo se han identificado hasta el momento 20 alelos S y 22 grupos de 
incompatibilidad utilizando diferentes métodos (Tobutt et al., 2001). Como en otras 
especies que presentan GSI, inicialmente la asignación de las variedades de cerezo a los 
grupos de incompatibilidad se realizó mediante ensayos de cruzamientos (Crane y Brown, 
1937; Matthews y Dow, 1969; Tehrani y Brown, 1992). Posteriormente, la identificación 
de alelos S se ha llevado a cabo mediante la separación de extractos de proteínas estilares 
utilizando isoelectroenfoque y tinción para actividad ribonucleasa (Bŏsković y Tobutt, 
1996, 2001). El reciente aislamiento de las secuencias de cDNA de varias ribonucleasas S 
de cerezo (Sonneveld et al., 2001; Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) ha permitido 
identificar los alelos S mediante PCR, ya sea utilizando cebadores de zonas conservadas 
(Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) o cebadores específicos para cada alelo 
(Sonneveld et al., 2001), mediante PCR-RFLPs (Yamane et al., 2000) o mediante RFLPs 
(Hauck et al., 2001). Por otra parte, el aislamiento del ADN genómico de varias 
ribonucleasas S de cerezo (Tao et al., 1999b; Wiersma et al., 2001; Yamane et al., 2000) 
ha revelado que los dos intrones que se encuentran en la secuencia de cada ribonucleasa de 
cerezo tienen un tamaño diferente para cada alelo. Esta variabilidad en el tamaño de los 
intrones es la base para la identificación de alelos S de cerezo mediante PCR utilizando 
cebadores conservados, ya que estos cebadores abarcan el primer o el segundo intrón o 
ambos amplificando así fragmentos de diferente tamaño para cada alelo (Tao et al., 1999a; 
Wiersma et al., 2001).  
 
En este capítulo se describe la utilización de la técnica de PCR combinando 
diferentes cebadores de las zonas conservadas de las ribonucleasas de cerezo para 
identificar los alelos S de 71 variedades de cerezo que incluyen 26 variedades cuyo 
genotipo S no ha sido descrito previamente y para compilar las bases de un sistema de 
identificación de alelos S en cerezo mediante PCR. 
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Las variedades de cerezo ‘Summit’ (S1S2), ‘Bing’ (S3S4), ‘Hedelfingen’ (S3S5), 
‘Hartland’ (S3S6), ‘Burlat’ (S3S9), ‘Charger’ (S1S7), ‘Orleans 171’ (S10S11), ‘Schneiders’ 
(S3S12) y ‘Noble’ (S6S13) cuyo genotipo S es conocido, fueron seleccionadas como 
variedades control para establecer el tamaño amplificado mediante PCR para cada una de 
sus correspondientes ribonucleasas S. Estas variedades pertenecen a diferentes grupos de 
incompatibilidad que han sido confirmados en diferentes trabajos (Bošković y Tobutt 
1996, 2001; Matthews y Dow, 1969; Sonneveld et al., 2001; Tehrani y Brown, 1992; 
Wiersma et al., 2001) y su constitución alélica S contiene los diferentes alelos que han sido 
descritos en cerezo. Utilizando los mismos cebadores de PCR se analizó el genotipo S de 
otras 62 variedades de cerezo (Tabla 4.1). El material vegetal analizado fue recogido de los 
campos experimentales del Servicio de Investigación Agroalimentaria, de la Diputación 
General de Aragón en Zaragoza. Cuatro variedades que fueron utilizadas como variedades 
de referencia (‘Charger’, ‘Orleans 171’, ‘Schneiders’ y ‘Noble’) fueron cedidas por K. 
Tobutt (HRI, East Malling). La nomenclatura S utilizada en este trabajo es la definida por 
Tobutt et al. (2001). 
 
 
Extracción de ADN genómico y amplificación de alelos S mediante PCR  
 
El ADN genómico de cada variedad fue extraído siguiendo el protocolo descrito en 
el Capítulo 2 utilizando hojas jóvenes o yemas en reposo como material de partida. Los 
alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando los pares de 
cebadores PruT2-PruC4R, PruC2-PruC4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-SI20 
(Wiersma et al., 2001), y las combinaciones adicionales SI31-SI20, PruC2-SI20, SI19-
PruC4R y PruT2-SI32. Además se utilizó otro cebador nuevo (C5Rev; 5’ a 3’: 
TACCACTTCATGTAACAA) diseñado en la zona conservada C5 de las ribonucleasas S 
de cerezo, a partir de la alineación de las secuencias de ADN de 10 ribonucleasas (ver 
Capítulo 6). Un cebador similar fue diseñado por Tao et al. (1999a) a partir del dominio C5 
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de las ribonucleasas de Solanáceas. El cebador C5Rev se utilizó en combinación con el 
cebador PruC2 (Tabla 4.2). 
  
La amplificación mediante PCR se llevó a cabo en un volumen de 20 µl constituido 
por 20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 µM 
de cada cebador, 40 ng ADN genómico y 0,45 unidades de ADN Taq  polimerasa 
(Invitrogen), utilizando el siguiente programa de temperaturas: un ciclo inicial de 94ºC 
durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 56ºC y 2 minutos 
a 72ºC, y un último ciclo de 7 minutos a 72ºC. Los productos de la amplificación se 
analizaron en geles de agarosa al 1,7% con TBE, se tiñeron con bromuro de etidio y se 
visualizaron con luz ultravioleta utilizando el marcador de tamaño 1Kb (Invitrogen). 
Debido al menor tamaño de los productos de amplificación obtenidos con el par de 
cebadores PruT2-SI32, el análisis de estos se llevó a cabo utilizando el protocolo anterior 




RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En este capítulo se describe la utilización de la técnica de PCR con cebadores 
derivados de las zonas conservadas de las ribonucleasas S de cerezo para identificar el 
genotipo S de distintas variedades de esta especie. Los tamaños de los fragmentos 
obtenidos para los diferentes alelos utilizando las diferentes combinaciones de pares de 
cebadores en las variedades de referencia (Tabla 4.2) fueron empleados como control para 
identificar el genotipo S del resto de variedades analizadas. Utilizando este método ha sido 
posible identificar los alelos S y sus correspondientes grupos de incompatibilidad de 26 
variedades cuyo genotipo S no había sido descrito previamente y confirmar la constitución 
alélica S de otras 36 variedades adicionales (Tabla 4.1). Además ha sido posible identificar 
4 posibles nuevos alelos de incompatibilidad en cerezo.  
 
La amplificación de los diferentes alelos utilizando las combinaciones de los cuatro 
cebadores ‘forward’ (PruT2, PruC2, SI19, SI31) y los cuatro cebadores ‘reverse’ (PruC4R, 
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SI-20, SI-32, C5Rev) reveló que las combinaciones más útiles para la identificación de los 
alelos S de cerezo utilizando las condiciones de PCR descritas son PruT2-SI32, PruC2-
PruC4R, PruT2-PruC4R, SI19-SI20 y PruC2-C5Rev (Figuras 4.1, 4.2 y 4.3). Asimismo se 
observó que, aunque PruT2 y SI31 corresponden a la misma secuencia, la amplificación 
fue más eficiente utilizando PruT2 que utilizando SI31, ya fuera en combinación con SI20 
o con SI32, probablemente debido a que SI31 es un cebador degenerado. También se 
observó que el par más útil es PruT2-SI32 ya que es el único par de cebadores que 
amplifica todos los alelos S (Tabla 4.2). Sin embargo, aunque se obtiene una buena 
resolución utilizando geles de agarosa estándar al 2%, debido al tamaño de los fragmentos 
que varían aproximadamente entre 400 y 550 pares de bases, se obtiene una mejor 
resolución utilizando geles de agarosa de alta resolución a la misma concentración (Figura 
4.2). Este par de cebadores, PruT2-SI32, es también de gran utilidad para la identificación 
de alelos de gran tamaño, como S2, que, normalmente, son más difíciles de amplificar con 
otras combinaciones de pares como PruT2-PruC4R (2498 pb) o SI19-SI20 (2154 pb). 
 
Aunque en la mayoría de las variedades estudiadas fue posible identificar los dos 
alelos S, en la variedad Vignola sólo se pudo identificar uno (Tabla 4.1). Además, algunos 
alelos (S5, S7, S11, S13 y S24) sólo pudieron ser amplificados con las combinaciones PruT2-
SI32 o PruC2-C5Rev, pero no pudieron ser amplificados con el resto de pares de 
cebadores. Esta falta de amplificación o la imposibilidad de visualizar un alelo puede estar 
causada por varias razones. 1) La presencia de discordancias entre la secuencia de ADN 
del cebador y la del alelo que se pretende amplificar puede dar lugar a un anillamiento 
ineficiente en la reacción de PCR y, como consecuencia, la amplificación será deficiente o 
inexistente. Un ejemplo de esta situación es el alelo S24; la secuenciación de este alelo (ver 
Capítulo 6) ha revelado la presencia de 5 discordancias en el sitio de anillamiento del 
cebador SI-19 y, por tanto, este alelo no ha podido ser amplificado utilizando este cebador 
aunque sí ha podido ser amplificado utilizando cebadores alternativos. 2) Cuando dos 
alelos tienen un tamaño muy similar, los fragmentos obtenidos mediante PCR pueden ser 
difíciles de distinguir utilizando el protocolo normal de resolución mediante electroforesis. 
Este es el caso de los alelos S6 y S24 que difieren en 20 pb y que, por lo tanto, no pueden ser 
diferenciados mediante la amplificación con PruT2-PruC4R y PruC2-PruC4R. Sin 
embargo, estos dos alelos se pueden diferenciar amplificándolos con los cebadores PruT2- 
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SI32 o SI31-SI32. 3) En algunos casos se puede producir una amplificación preferencial de 
un alelo frente a otro (Brace et al., 1993). Así, una diferencia significativa del contenido de 
GC de los dos alelos que se pretenden amplificar o de la secuencia de ADN adyacente a 
estos, puede producir una desnaturalización ineficiente de las hebras de ADN de uno de los 
alelos (Walsh et al., 1992). Este podría ser el caso del alelo S24 que no se puede amplificar 
con los cebadores PruT2-PruC4R o PruC2-PruC4R, en combinación con el alelo S3 en la 
variedad ‘Garrafal’ (ver Capítulo 5; Wünsch y Hormaza, 2003), cuando la secuenciación 
del alelo S24 ha confirmado la conservación de las secuencias de ADN en las zonas 
complementarias a estos cebadores (ver Capítulo 6). 
 
 
Tabla 4.1. Grupos de incompatibilidad polen-pistilo identificados mediante PCR en las variedades 
de cerezo analizadas. En negrita las variedades y grupos cuya composición alélica no ha sido 
descrita previamente. Nomenclatura según Tobutt et al. (2001). SC: Variedad autocompatible, O: 





I S1S2 Summit, Starking Hardy Giant 
II S1S3 Cristalina, Gil-Peck, Lamida, Samba, Van, Van Spur, Early Van 
Compact, Ruby, Tigré 
III S3S4 Bing, Lambert, Napoleon, Sommerset, Star, Belge, Marmotte 
IV S2S3 Sue, Vega, Coralise 
VI S3S6 Hartland, Ambrunés, Duroni 3, Pico Negro 
VII S3S5 Hedelfingen 
IX S1S4 Chinook, Rainier, Sylvia, Garnet, Viscount 
X S6S9 Ramon Oliva 
XII S6S13 Noble 
XIII S2S4 Sam, Vic, Spalding, Corum, Royalton 
XVI S3S9 Burlat, Burlat C-1, Moreau, Precoce Bernard 
XVII S4S6 Larian 
XVIII S1S9 Brooks, Marvin 4-70, Earlise 
XIX S3S13 Reverchon 
XXII S3S12 Ferrovia, Schneiders 
XXIII S2S6 Arcina 
SC S3S6 Cristobalina, Temprana de Sot 
SC/O S3S4 Newstar, Sonata, Compact Stella, Sunburst, Sweetheart 
SC/O S1S4 Celeste, Lapins, Santina 
O S1S7 Charger 
O S10S11 Orleans 171 
O S6S24 Pico Colorado 
O S3S23 Vittoria 
O STBS25 Taleguera Brillante 
O S1SBP Blanca de Provenza 





Figura 4.1. Amplificación de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (S1S2), 
Gilpeck (S1S3), Chinook (S1S4), Sue (S2S3), Sam (S2S4), Royalton (S2S4), Lambert (S3S4), Burlat 
(S3S9), Hartland (S3S6), Ramon Oliva (S5S6), Cristobalina (S3S6) y Brooks (S1S9) con los 






Figura 4.2. Amplificación de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (S1S2), Bing 
(S3S4), Hedelfingen (S3S5), Hartland (S3S6), Charger (S1S7), Burlat (S3S9), Orleans 171 (S10S11), 
Schneiders’ (S3S12), Noble (S6S13), Vittoria (S3S23), Pico Colorado (S6S24) y Talaguera Brillante 
















Figure 4.3. Amplificación de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (S1S2), Bing 
(S3S4), Hedelfingen (S3S5), Hartland (S3S6), Burlat (S3S9), Charger (S1S7), Orleans 171 (S10S11), 
Schneiders, (S3S12), Ferrovia (S3S12), Noble (S6S13), Talaguera Brillante (STBS25), Vittoria (S3S23), 
Reverchon (S3S13) y Pico Colorado (S6S24) con los cebadores PruC2-C5Rev. 
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Utilizando la metodología descrita en este capítulo ha sido posible, además, 
amplificar los fragmentos que corresponden a los alelos S7 (‘Charger’), S10 y S11 (‘Orleans 
171’) con diferentes pares de cebadores (Tabla 4.2). Estos alelos habían sido identificados 
mediante el análisis de proteínas estilares (Bŏsković y Tobutt 1996, 1997) y mediante 
RFLPs (Hauck et al., 2001) y solamente un fragmento de 425 pb había sido amplificado 
con anterioridad mediante PCR para el alelo S7 (Hauck et al., 2001). Los alelos 
identificados mediante el análisis de ribonucleasas en la variedad Orleans 171 fueron 
denominados S10 y S11 (Bŏsković y Tobutt 1997) y no han sido identificados en ningún 
otro cultivar. El análisis de la variedad Orleans 171 con marcadores RFLP (Hauck et al., 
2001) ha revelado diferentes fragmentos con diferentes enzimas de restricción, aunque no 
ha sido posible discriminar entre los fragmentos que pertenecen a un alelo y a otro. Por 
otra parte, los intentos para amplificar estos alelos mediante cebadores alelo-específicos 
(Sonneveld et al., 2001) han sido infructuosos. En nuestro análisis de ‘Orleans 171’ con 
PCR, se amplificaron dos fragmentos con los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-C5Rev, 
mientras que se amplificó un único fragmento con el resto de pares de cebadores (Tabla 
4.2). Por otra parte, al analizar la variedad Charger (S1S7) se confirmó la amplificación del 
alelo S1 con todos los pares de cebadores, mientras que el alelo S7 sólo pudo ser 
amplificado con los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-C5Rev (Tabla 4.2). Los fragmentos 
amplificados con los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-C5Rev y que corresponden al alelo S7 
son del mismo tamaño que los amplificados para uno de los alelos de ‘Orleans 171’ y, 
como consecuencia, uno de los alelos de ‘Orleans 171’ podría ser S7. Una indicación de 
que la hipótesis puede ser correcta es que los fragmentos de los RFLP que corresponden a 
S7 se encuentran también en el patrón de bandas de RFLP de S10S11 (Hauck et al., 2001). 
De hecho, en los zimogramas de las ribonucleasas de los alelos S7 y S11 (Boskovic y 
Tobutt, 1997) hay una diferencia pequeña entre los valores del punto isoeléctrico de estos 
dos alelos. En este sentido, se han identificado ribonucleasas S de idéntica secuencia de 
aminoácidos y que, sin embargo, presentan pequeñas diferencias entre las bandas 
correspondientes al electroisoenfoque, lo que se cree que puede estar causado por 
diferencias entre los potenciales de las ribonucleasas debido a las cadenas de glicanos (Van 
Nerum et al., 2001). Esta evidencia sugiere que el alelo S7 podría ser S11. Sin embargo, la 
comprobación final de esta hipótesis requeriría el aislamiento y secuenciación de las 
ribonucleasas correspondientes.  
Capítulo 4 
50  
La utilización de los cebadores conservados ha permitido, además, la identificación 
de posibles nuevos alelos S, ya que se han amplificado fragmentos, cuyo tamaño difiere del 
encontrado en las variedades de referencia, en variedades cuyo genotipo S no había sido 
descrito previamente. En la variedad Taleguera Brillante se observaron dos bandas de 
tamaño desconocido con todos los pares de cebadores; una de ellas produce tamaños muy 
parecidos a los del alelo S2 excepto con el par PruT2-SI32. En la variedad Vittoria se 
observaron una banda de tamaño conocido, que corresponde a S3, y otra banda de tamaño 
no descrito previamente con todos los pares de cebadores. De forma similar, en la variedad 
Pico Colorado se obtuvo un fragmento correspondiente al alelo S6 y otro fragmento que 
únicamente fue amplificado con la combinación de cebadores PruT2-SI32 (Tabla 4.1, 
Tabla 4.2). De estos posibles alelos, tres de ellos, denominados S23, S24 y S25, han sido 
clonados y secuenciados, comprobándose que efectivamente corresponden a secuencias de 
ribonucleasas S (ver Capítulo 6). Otro posible alelo S fue identificado en la variedad 
‘Blanca de Provenza’, al obtener un fragmento de 504 pb (SBP) con los cebadores PruT2-
SI32 (Tabla 4.1, Tabla 4.2), pero su identidad todavía no ha sido confirmarda.  
 
También se ha confirmado el grupo de incompatibilidad de la variedad ‘Ramon 
Oliva’ sobre la cual existen contradicciones en diferentes estudios; así Wiersma et al., 
(2001) indican que su composición es S9Snew mientras que Bošković y Tobutt (2001) 
indican que es S6S9. En nuestro caso, el clon analizado es también S6S9 y, por lo tanto, 
‘Ramon Oliva’ pertenecería al grupo X de incompatibilidad. La variedad Ferrovia presenta 
la composición S3S12, y, por lo tanto, junto con ‘Schneiders’ pertenecería al grupo XXII. 
De hecho, se ha comprobado que ambas variedades no se pueden distinguir utilizando 
marcadores SSR (ver protocolo Capítulo 2), corroborando así que ambas pueden, en 
realidad, corresponder a la misma variedad como sugiere Balmer (2001). Además se ha 
identificado un nuevo grupo de incompatibilidad ya que la variedad Arcina (S2S6) junto 










Tabla 4.2 Tamaño de los fragmentos en pares de bases de cada alelo S, amplificados mediante 
















S1 Summit (S1 S2) 1199 747 820 458 862 
S2 Summit (S1 S2) 2500 2081 2154 422 2285 
S3 Bing (S3 S4) 1062 759 832 306 892 
S4 Bing (S3 S4) 1461 943 1018 524 1120 
S5 Hedelfingen (S3 S5) n.a. n.a. n.a. 465 n.a. 
S6 Hartland (S3 S6) 972 456 529 521 671 
S7 Charger (S1 S7) n.a. n.a. n.a. 418 2335 
S9 Burlat (S3 S9) 1101 678 745 431 809 
S10 Orleans 171 
(S10S11) 
1060 614 646 446 730 
S11 Orleans 171 
(S10S11)1 
n.a. n.a. n.a. 418 2335 
S12 Schneiders (S3S12) 2065 1647 1719 423 n.a. 
S13 Noble (S6S13) n.a. n.a. n.a. 526 n.a. 
S23  1003 599 671 409 710 
S24  n.a. n.a. n.a. 497 n.a. 
S25  2315 1834 1906 453 1988 
STB  2534 2097 2150 489 2158 
SBP  n.a. n.a. n.a. 504 n.a. 
n.a: no hubo amplificación 
 
 
Finalmente, se han identificado los genotipos S de las variedades Cristobalina y 
Temprana de Sot. La variedad Cristobalina es un mutante de ‘Temprana de Sot’ (Herrero, 
1964) y ambas son autocompatibles. La constitución alélica S de ambas es S3S6 (Tabla 4.1) 
y se ha llevado a cabo un estudio molecular y genético para establecer las causas de la 
autocompatibilidad en estas variedades (ver Capítulo 7). La autocompatibilidad en cerezo 
es un fenómeno natural raro (Tehrani y Brown, 1992) y, aunque existen algunas variedades 
autocompatibles, todas ellas derivan de cruces obtenidos de polen irradiado (Lewis, 1949; 
Lewis y Crowe, 1954).  
 
Cabe destacar que, además de los cruzamientos controlados entre las diferentes 
variedades, el método más preciso para establecer la composición alélica de cada variedad 
sería la comparación de secuencias de ADN. Actualmente existen 10 secuencias de alelos 
de cerezo disponibles (S1, S2, S3, S4, S6, S9, S12, S23, S24 y S25; Tao et al., 1999a,b; Sonneveld 
et al., 2001; Capítulo 6). Por lo tanto, aunque el número de secuencias de ribonucleasas S 
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de cerezo está aumentando y la numeración adjudicada a los nuevos alelos debe ser tomada 
con precaución hasta que las secuencias estén disponibles, diferentes métodos moleculares 
están siendo utilizados para identificar los alelos S de cerezo. El análisis de proteínas y los 
marcadores RFLP pueden ser de gran utilidad si algunos alelos no pueden ser detectados 
mediante PCR y las digestiones de restricción pueden ayudar a diferenciar alelos que 
pueden ser difíciles de discriminar con PCR. Con la metodología utilizada en este trabajo 
unas pocas reacciones de PCR permiten diferenciar entre un gran numero de alelos S, y el 
uso de cebadores conservados permite identificar nuevos alelos. La optimización del 
protocolo requiere la utilización de variedades estándar para establecer los tamaños de los 
fragmentos de los alelos conocidos y usar una combinación de cebadores diferentes que 
permita distinguir alelos del mismo tamaño. Dado el gran tamaño de algunos alelos, los 
productos de PCR de los cebadores PruT2-PruC4R y SI31-SI20 pueden ser difíciles de 
amplificar y la secuencia de SI-19 no está bien conservada. Por lo tanto, se puede concluir 
que el uso de los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-PruC4R sería el método más eficiente de 
identificar los alelos S de cerezo debido al polimorfismo que revelan, a que están muy 
conservados y a la fácil resolución de los productos de PCR. Sin embargo, al incrementarse 
el numero de alelos puede ser que dos pares de cebadores no sean suficientes para 
diferenciar algunos alelos y, por lo tanto, la identificación deba ser complementada con los 
pares de cebadores PruT2-PruC4R, SI19-SI20 o PruC2-C5Rev. Es más, dada la gran 
fiabilidad obtenida mediante el análisis de PCR de los alelos S, esta técnica puede ser 
utilizada para análisis de paternidad y para complementar otros métodos de identificación 
de variedades de cerezo como se describe en el siguiente capítulo. 
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5. EVALUACIÓN MOLECULAR DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA Y 
DE LA COMPOSICIÓN ALÉLICA S DE VARIEDADES LOCALES 






En España casi el 30% de la producción de cereza en fresco está concentrada en el 
Valle del Jerte. En este valle, situado al norte de la región de Extremadura, la tradición del 
cultivo del cerezo data del siglo XIV aunque se cree que fue introducido con anterioridad 
(Flores del Manzano, 1985). La importancia del cerezo en esta zona se incrementó en gran 
medida a comienzos del siglo XX cuando la roya destruyo el otro cultivo importante del 
valle, la producción de castaña (Flores del Manzano, 1985). Las características especiales 
de las cerezas cultivadas en el valle del Jerte junto con las prácticas de agricultura 
tradicional que se llevan a cabo en la zona, hacen de estas cerezas un producto muy 
apreciado tanto en el mercado extranjero como en el nacional. 
 
El valle del Jerte es profundo y estrecho y las cerezas se cultivan principalmente en 
terrazas a diferentes altitudes que varían entre los 700 y los 1200 metros. La combinación 
de diferentes variedades plantadas a diferentes alturas tiene como resultado una larga 
temporada de recolección. Por lo tanto, aunque las cerezas tempranas y de media estación 
suponen un porcentaje importante de la producción anual, más del 60% de la producción 
proviene de un grupo de variedades tardías como ‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico 
Limón Negro’ o ‘Pico Negro’, denominadas “Picotas” y que no se recolectan hasta 
mediados de Julio (Alonso-Gavilán, 1967) por lo que constituyen unas de las variedades de 
cerezo cultivadas más tardías. Otras características destacables de este grupo de variedades 
son el sabor, que combina un alto contenido en azúcar con una cierta acidez, la firmeza de 
la pulpa y el hecho de que el pedúnculo se separa del fruto durante la recolección.  
 
1Wünsch A, Hormaza JI. 2003. Molecular evaluation of genetic diversity and S-allele composition of Spanish 




Junto con estas variedades autóctonas, en el valle del Jerte también se cultivan otras 
variedades tradicionales como ‘Ramon Oliva’ o ‘Burlat’ y otras de más reciente 
introducción como ‘Lapins’ o ‘Sunburst’.  
 
El método de agricultura tradicional en el Valle estaba constituido por pequeñas 
huertas pertenecientes a diferentes agricultores, lo que ha permitido que se mantenga la 
diversidad del germoplasma local y, además, ha evitado problemas de cuajado derivados 
de la autoincompatibilidad del cerezo. Sin embargo, la presión de las técnicas de la 
agricultura moderna que potencia la plantación de las variedades más productivas, ya sean 
tradicionales o introducidas, conduce a una reducción en la diversidad tradicional del 
germoplasma local. Como consecuencia, es necesario hacer un esfuerzo por mantener y 
caracterizar el germoplasma autóctono de cerezo que se encuentra en el Valle del Jerte para 
conservar la variabilidad que se ha mantenido en esta zona, y hacerla así disponible para su 
uso en los programas de mejora de cerezo. Además, las relaciones de incompatibilidad 
entre las variedades que se cultivan en el valle deben ser estudiadas para poder recomendar 
las combinaciones de variedades compatibles más interesantes. 
 
En este capítulo se describe la utilización de doce secuencias de microsatélites 
desarrolladas en melocotonero para identificar el genotipo de 28 variedades locales de 
cerezo que se cultivan en el Valle del Jerte. Además, con el objetivo de optimizar el 
manejo y la eficiencia de las plantaciones y para complementar la caracterización 
genotípica, se ha investigado la composición de los alelos S de cada variedad utilizando los 
cebadores de PCR recientemente desarrollados a partir de las secuencias del ADN 
complementario de las ribonucleasas S de cerezo. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Las 28 variedades de cerezo analizadas (Tabla 5.1) fueron obtenidas del banco de 
germoplasma de cerezo situado en Barrado (Caceres), (Moreno et al., 2001). La extracción 
del ADN, amplificación de los SSR, visualización de los geles y el estudio de similitud 
genética se llevó a cabo de acuerdo con el protocolo descrito en el Capítulo 2 (Wünsch y 
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Hormaza, 2002b), utilizando 12 pares cebadores de Prunus previamente seleccionados 
(Tabla 5.2). Los alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando 
los pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-SI20 
(Wiersma et al., 2001) siguiendo el protocolo descrito en el Capítulo 4. 
 
 
Tabla 5.1. Lista de las 28 variedades de cerezo analizadas y su constitución alélica S analizada 
mediante PCR. Nomenclatura de alelos S de acuerdo con Tobutt et al. (2001). 
 
 




Pedro Merino S1-S3 II 
Ambrunés S3-S6 VI 
Coloradilla S3-S6 VI 
De la Casa S3-S6 VI 
Del Gordo S3-S6 VI 
Jarandilla S3-S6 VI 
Mollar S3-S6 VI 
Pico Limón Colorado S3-S6 VI 
Pico Limón Negro S3-S6 VI 
Pico Negro S3-S6 VI 
Pico Negro Barrado S3-S6 VI 
Pretera S3-S6 VI 
Venancio S3-S6 VI 
Del Pollo S6-S9 X 
Navalinda S3-S9 XVI 
Temprana Negra S1-S6 XX 
Garrafal S3-S24 - 
Del Cardito S3-S24 - 
Lucinio S3-SL - 
Pico Colorado S6-S24 - 
Pico Colorado Cirino S6-S24 - 
Virgo Juliana S6-S24 - 
Cubeto S3 - 
Especial S3 - 
Nabuca S3 - 
Veterinaria S3 - 
Noelia S4 - 




RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Caracterización de genotipos con SSRs y similitud genética 
 
Los 42 alelos resultantes de la amplificación de los 12 microsatélites de Prunus 
seleccionados (Tabla 5.2) fueron utilizados para caracterizar los genotipos de 28 
variedades de cerezo (Tabla 5.1). Todos los genotipos analizados, con la excepción de dos, 
se pudieron diferenciar inequívocamente con los microsatélites utilizados. Las dos 
variedades que no se pudieron distinguir son ‘Pico Colorado’ y ‘Pico Colorado Cirino’. 
Estas dos variedades son muy parecidas morfológicamente aunque presentan algunos 
rasgos que las diferencian (M. Manzano, comunicación personal) lo que sugiere que, 
aunque distintas, están muy relacionadas genéticamente.  
 
 
Tabla 5.2. Microsatélites utilizados para la identificación de genotipos. 
 
 
SSR Referencia Nr alelos Rango (pb) 
pchgms1 Sosinski et al.2000 2 140-190 
pchcms3 Sosinski et al.2000 2 160-180 
pchcms5 Sosinski et al.2000 2 260-290 
UDP96-005 Cipriani et al. 1999 5 120-150 
UDP98-409 Cipriani et al. 1999 2 130-160 
UPD98-021 Testolin et al. 2000 2 100-110 
UPD98-022 Testolin et al. 2000 3 90-110 
UPD98-412 Testolin et al. 2000 4 100-140 
UPD97-402 Cipriani et al. 1999 8 120-150 
CPPCT6 Aranzana et al. 2002 2 190-220 




Los datos de similitud agruparon los genotipos en cuatro grupos principales que 







Figura 5.1. Dendograma de 28 variedades de cerezo incluidas en el estudio basado en un análisis 
de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de similitud generada con el coeficiente de Nei y Li 
(1979) después de la amplificación con 12 pares de microsatélites. Las variedades tradicionales del 
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Así, es posible diferenciar un grupo principal que contiene variedades como 
‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico Negro’ o ‘Pico Limón Negro’. Estas variedades 
conforman el grupo de variedades tardías denominadas ‘picotas’. Los demás genotipos que 
se incluyen en este grupo son también variedades tardías cultivadas en el valle aunque en 
menor medida, a excepción de ‘Del Pollo’ y ‘Noelia’ que se cree fueron introducidas más 
recientemente (M. Manzano, comunicación personal). Un agrupamiento similar entre 
variedades locales y foráneas ha sido obtenido utilizando RAPDs (Moreno y Trujillo, 
2001). 
 
Los otros tres grupos incluyen un grupo más heterogéneo de variedades, de las que 
sólo ‘Pretera’ y ‘Del Gordo’ se sabe con seguridad que son antiguas variedades locales.  El 
resto corresponde a material foráneo, ya sea introducido directamente como ‘Especial’ y 
‘Pedro Merino’, e identificado con otro nombre (Alonso-Gavilán, 1967; Moreno et al., 
2001), o material obtenido a través de cruces entre nuevas variedades y genotipos locales. 
Este último caso explicaría la situación de ‘Pretera’ y ‘Del Gordo’ en el dendograma, fuera 
del grupo que constituyen las variedades locales tradicionales.  
 
 
Identificación de alelos S  
 
El uso de los cebadores T2-C4R, C2-C4R, SI31-SI32 y SI19-SI20 recientemente 
desarrollados por Tao et al. (1999a) y Wiersma et al. (2001), ha permitido la identificación 
completa de los alelos S de 23 variedades de cerezo analizadas y solamente de un alelo S 
de los otros 5 genotipos analizados (Tabla 5.1). La amplificación de sólo 1 alelo en las 
variedades Cubeto (S3), Ramón Rachilla (S23), Nabuca (S3), Noelia (S4) y Veterinaria (S3) 
indica que el alelo adicional no puede ser amplificado con los cebadores utilizados, 
probablemente debido a diferencias en la secuencia de ADN en las zonas conservadas o a 
la amplificación preferencial de un alelo en combinación con otro (ver Capítulo 4). 
 
La constitución alélica S de las variedades (Tabla 5.1) está caracterizada por la 
presencia de 4 alelos previamente descritos (S3, S4, S6 y S9) junto con otros 3 nuevos alelos  
S23, S24 y SL (ver Capítulos 4 y 6). S24 sólo se puede amplificar con los  cebadores SI31-
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SI32 o PruT2-SI32, con los cuales amplifica un fragmento de 497 pb en las variedades 
Garrafal, Pico Colorado, Pico Colorado Cirino, Virgo Juliana y Del Cardito. De forma 
similar, en la variedad Lucinio se ha identificado un fragmento de 404 pb con el mismo par 
de cebadores, que también puede corresponder a un nuevo alelo S (SL). En la variedad 
Ramón Rachilla se identificó otro posible alelo S (S23) que se pudo amplificar con todos los 
pares de cebadores, amplificando fragmentos consistentes con la situación de los cebadores 
en la secuencia de ADN de la RNasa y los cuales son diferentes de los tamaños descritos 
previamente. Estos posibles nuevos alelos han sido secuenciados y parece que 
corresponden a fragmentos de secuencias de RNasas S. Sus características se describen con 
detalle en el Capítulo 6.   
 
Es interesante que, con la excepción de la variedad ‘Noelia’ (S4) y Del Pollo (S6S9), 
que son variedades introducidas recientemente, las demás variedades que se agrupan en el 
primer grupo con los datos de similitud y que corresponden a las variedades tradicionales 
del Valle del Jerte, sólo presentan combinaciones de los alelos S3, S6 y S24.  La mayor parte 
de estas tienen, además, la constitución S3S6 y pertenecerían al grupo VI de 
incompatibilidad, mientras que el resto son S3S24 o S6S24. De forma similar, las otras dos 
variedades tradicionales que aparecen en otros grupos de similitud (‘Del Gordo’ y 
‘Pretera’) tienen también la constitución S3S6. El resto de variedades presentan el alelo S3 
en combinación con otros alelos diferentes como S1 y S9, excepto ‘Temprana Negra’ que es 
S1S6 y ‘Ramón Rachilla’ que es S23. Estos resultados indican que el germoplasma 
tradicional del Valle del Jerte contiene tres alelos (S3, S6 y S24), mientras que la 
introducción de nuevas variedades ha dado como resultado la introducción de alelos 
adicionales. El origen del cultivo del cerezo en este valle no está claro aunque, ya fuera con 
la introducción en la zona de unos pocos genotipos hace siglos, o a través de la 
domesticación de individuos silvestres, la base genética parece ser estrecha. Esto es 
compatible con el gran numero de características fenotípicas comunes a las variedades 
locales. Si las variedades derivan de poblaciones silvestres presentes en el valle, estas 
poblaciones deberían tener una frecuencia alta del alelo S3. Los modelos teóricos predicen 
que las poblaciones deben tener un numero limitado de alelos de incompatibilidad pero que 
las frecuencias de los diferentes fenotipos de incompatibilidad deberían ser iguales, aunque 
esto puede ser alterado por diferentes factores como el ligamiento del locus S a otros loci 
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sujetos a selección, efectos estocásticos relacionados con la formación de las poblaciones o 
un gran tamaño de la población (Lawrence, 2000; Raspé y Kohn, 2002). Estas preguntas 
únicamente podrán ser contestadas si se realizan estudios de las poblaciones silvestres 
locales.  
 
Sólo existe un estudio de la intercompatibilidad floral de las variedades de cerezo 
cultivadas en el Valle del Jerte (Gil-Albert y Hoyos, 1986). En este trabajo los autores 
efectuaron varios cruces entre algunas de las variedades incluidas en nuestro estudio y, 
aunque la mayor parte de los resultados están corroborados con los datos moleculares 
obtenidos en este trabajo, existen algunas discrepancias probablemente debidas a 
diferencias en la nomenclatura y/o en las variedades utilizadas. El establecimiento de 
bancos de germoplasma y la caracterización de genotipos con marcadores moleculares 
puede ser de gran utilidad para evitar estos problemas. En lo que se refiere a las cuatro 
cerezas picotas más importantes (‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico Limón Negro’ y 
‘Pico Negro’), nuestros resultados indican que sólo ‘Pico Colorado’ (S6S24) es 
intercompatible con cualquiera de las otras tres variedades, las cuales tienen la misma 
constitución alélica S (S3S6), y que, como consecuencia, son interincompatibles. 
 
El método de cultivo tradicional del cerezo en el valle, que estaba basado en 
propiedades pequeñas con gran diversidad de variedades, permitía una polinización 
eficiente ya que existía polen compatible de otras variedades que comparten algún alelo y 
que probablemente siempre estaban próximas. Sin embargo, el proceso de selección de los 
genotipos más interesantes, especialmente en las variedades tardías tradicionales, puede 
llevar al cultivo de un número reducido de variedades, dando lugar a la aparición de 
problemas de producción causados por la incompatibilidad. Por lo tanto, los resultados 
descritos en este capítulo pueden ser de gran utilidad para conservar el germoplasma local, 
diseñar los cruces que permitan desarrollar genotipos que aprovechen las ventajas de la 
variabilidad ya existente y diseñar las combinaciones de variedades en las nuevas 
plantaciones manteniendo las características tradicionales de las cerezas de la zona 




6. CLONADO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS SECUENCIAS 
GENÓMICAS DE CUATRO ALELOS DE INCOMPATIBILIDAD 







La comparación de las secuencias de ADN complementario (cDNA) de diferentes 
ribonucleasas S de almendro, manzano, peral Japonés y cerezo ha revelado una serie de 
características estructurales comunes a las ribonucleasas S de las Rosáceas. Al igual que en 
las ribonucleasas S de las Solanáceas  (Iorger et al., 1991), se han identificado cinco 
regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5), aunque una de ellas (RC4) es específica de 
las Rosáceas y no presenta homología con la región correspondiente de las Solanáceas 
(Sassa et al., 1996; Ushijima et al., 1998a). Las zonas hipervariables identificadas en las 
Solanáceas (HVa y HVb), que se ha demostrado que pueden estar involucradas en la 
determinación de la especificidad alélica de las ribonucleasas (Matton et al., 1997), están 
representadas en las Rosáceas por una única región hipervariable (RHV) localizada en la 
misma región que HVa (Ushijima et al., 1998a). Los estudios filogenéticos de estas 
ribonucleasas han demostrado, además, que las ribonucleasas de las Rosáceas se dividen en 
dos grupos diferenciados que se correlacionan con su clasificación en las subfamilias 
Maloidea y Prunoidea (Ma y Oliveira, 2002; Ushijima et al., 1998a). La caracterización de 
la secuencia genómica de las ribonucleasas de las Rosáceas revela que en peral Japonés 
(Ushijima et al., 1998a,b), peral Europeo (Zuccherellili et al., 2002), manzano (Janssens et 
al., 1995) y almendro (Tamura et al., 2000) se ha detectado la presencia de un intrón en la 
zona hipervariable, mientras que en cerezo (Tao et al., 1999c; Yamane et al., 2000) y otras 
ribonucleasas de almendro (Ma y Oliveira, 2001) se ha identificado un intrón adicional 
entre el péptido señal y la proteína. 
 
 
1Wünsch A, Hormaza JI. Cloning and characterization of genomic DNA sequences of four self-
incompatibility alleles in sweet cherry (Prunus avium l.). Theoretical and Applied Genetics (en prensa). 
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En los capítulos 4 y 5 se describe la utilización de cebadores derivados de las 
regiones conservadas de las ribonucleasas S de cerezo (Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 
2001) para analizar dos colecciones de germoplasma de cerezo identificando sus genotipos 
S. En esos estudios se ha puesto de manifiesto que entre las variedades locales italianas y 
españolas estudiadas aparecen al menos 3 nuevos alelos S de cerezo. En este capítulo se 
estudian las secuencias de ADN genómico de esas tres nuevas ribonucleasas S, así como la 
del alelo S12, incluyendo las zonas flanqueantes 5’. Dado que las regiones 5’ de las 
ribonucleasas de las Rosáceas no habían sido descritas hasta ahora, se han comparado las 
secuencias obtenidas en cerezo con las disponibles en las Maloideas.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal y extracción de ADN genómico 
 
Se selccionaron las variedades de cerezo de genotipo S conocido ‘Summit’ (S1S2), 
‘Bing’ (S3S4), ‘Hedelfingen’ (S3S5), ‘Hartland’ (S3S6) y ‘Burlat’ (S3S9), para establecer los 
tamaños de los fragmentos obtenidos mediante PCR de sus correspondientes ribonucleasas 
S. Cada una de estas variedades pertenece a un grupo de incompatibilidad diferente y su 
genotipo S ha sido confirmado en varios trabajos (Bošković y Tobutt, 2001; Sonneveld et 
al., 2001; Wiersma et al., 2001). En cuatro variedades, Ferrovia, Pico Colorado, Taleguera 
Brillante y Vittoria (Capítulos 4 y 5), se amplificaron fragmentos mediante PCR de tamaño 
diferente a los descritos previamente (Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) por lo que 
fueron seleccionadas para secuenciar cuatro posiblemente nuevas ribonucleasas. Todo el 
material vegetal fue recogido de los campos experimentales del Servicio de Investigación 
Agroalimentaria de la Diputación General de Aragón, situado en Zaragoza. La 
nomenclatura de los alelos S  utilizada en este trabajo sigue la propuesta por Tobutt et al. 
(2001). 
 
El ADN genómico para el análisis de PCR fue extraído de acuerdo con el protocolo 
descrito en el Capítulo 2. El protocolo para la obtención del ADN genómico, utilizado para 
aislar las secuencias adyacentes a los fragmentos secuenciados, fue llevado a cabo como se 
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describe a continuación. Cinco gramos de hojas jóvenes fueron triturados en 40 ml de 
tampón de extracción (100 mM Tris-HCl, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB, 1% 
PVP, 0.1% bisulfito de sodio) y 20 µl de 2-mercaptoetanol. Las muestras fueron 
posteriormente incubadas a 65°C durante 30 minutos, mezcladas con 20 ml de cloroformo-
alcohol isoamílico (24:1) y centrifugadas a 6000 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue 
recuperado y el ADN precipitado añadiendo 12 ml de isopropanol frío. Posteriormente el 
precipitado fue recuperado después de centrifugar las muestras a 6000g durante 5 minutos. 
Las muestras se lavaron en 10 ml de tampón de lavado (10mM acetato de amonio en 76% 
etanol), se dejaron secar durante una noche y se resuspendieron en 1 ml de MTE (TE 
modificado; 10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8.0). El ADN extraído fue purificado 
haciendo una extracción en 1 v de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:24:1), seguida 
de otra extracción en 1 v de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y una incubación con 
RNasa (10 µl/ml) durante 30 minutos a 37°C. El ADN fue entonces precipitado en 1/10 v 
de acetato de sodio 3M y 2,5 v de etanol frío, lavado con etanol al 70%, secado y 
resuspendido en MTE. El ADN extraído fue cuantificado y diluido a 100 ng/µl en MTE. 
 
 
Amplificación de alelos S mediante PCR 
 
Los alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando los 
pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-SI20 (Wiersma 
et al., 2001) siguiendo el protocolo de PCR descrito en el Capítulo 4. Las  reacciones de 
PCR realizadas para recuperar fragmentos de amplificación de los geles de agarosa se 
llevaron a cabo en un volumen de 50µl y la electroforesis en tampón 1X TAE. 
 
 
Clonado y secuenciación del ADN genómico 
 
Los fragmentos de ADN de 2065, 2315 y 1003 pb obtenidos de las variedades 
Ferrovia, Taleguera Brillante y Vittoria después de su amplificación con los cebadores 
PruT2-PruC4R y el fragmento de 497 pb obtenido de la variedad Pico Colorado después de 
la amplificación con los cebadores PruT2-SI32, fueron cortados del gel y el ADN fue 
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extraído utilizando las columnas Ultrafree-DA (Millipore) (ver Anexo 1). Posteriormente 
el ADN fue precipitado en presencia de etanol, lavado, secado y resuspendido en agua 
estéril. Los fragmentos de ADN purificados de ‘Ferrovia’, ‘Taleguera Brillante’ y 
‘Vittoria’ fueron clonados utilizando el plásmido ‘pGEM-T Easy’ (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante (ver Anexo 2). Las colonias transformadas fueron 
seleccionadas y la purificación del plásmido se llevó a cabo utilizando ‘Plasmid Mini Kit’ 
(Qiagen) (ver Anexo 3). Los plásmidos con el inserto de interés fueron seleccionados 
mediante amplificación por PCR con los cebadores universales M13, y digestiones de 
restricción. Los clones seleccionados fueron secuenciados en un ABI Prism 3700 DNA 
Analyzer’ (Applied Biosystems). El fragmento purificado de la variedad Pico Colorado fue 
secuenciado directamente del ADN extraído de la reacción de PCR. Las secuencias de 
ADN adyacentes en los extremos 5’ y 3’ de los cuatro fragmentos de PCR secuenciados 
fueron aislados utilizando el ‘Universal Genome Walter Kit’ (Clontech) y ‘Advantage 
Genomic Polymerase Mix’ (Clontech) siguiendo las instrucciones del fabricante (ver 
Anexo 4). Los fragmentos de PCR obtenidos fueron también purificados utilizando las 
columnas Ultrafree-DA (Millipore), precipitados y secuenciados como se ha descrito. La 
alineación de secuencias se llevó a cabo utilizando el programa Clustal X (Thompson et 
al., 1997) y la construcción del árbol filogenético se realizó utilizando el método del 
vecino más próximo (“neighbour-joining”) basado en la alineación de secuencias de 
nucleotidos con el programa Clustal X 1.8. 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Identificación de alelos S mediante análisis de PCR 
 
 En la reacción de PCR de los alelos S1, S2, S3, S4, S5, S6 y S9 en las variedades 
Summit, Bing, Hedelfingen, Hartland y Burlat con los cebadores PruT2-PruC4R, PruC2-
PruC4R, SI19-SI20, SI31-SI32 y SI31-SI20 se amplificaron fragmentos cuyo tamaño es el 
descrito por Tao et al. (1999a) y Wiersma et al. (2001). La amplificación mediante PCR 
para identificar los alelos S de las variedades Pico Colorado, Taleguera Brillante y Vittoria 
dio lugar a dos fragmentos en cada variedad; en la variedad Taleguera se observaron dos 
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bandas de tamaño desconocido con todos los pares de cebadores; una de ellas produce 
tamaños muy parecidos a los del alelo S2 excepto con el par PruT2-SI32. En la variedad 
Vittoria se observaron una banda de tamaño conocido que corresponde a S3 y otra banda de 
tamaño no descrito previamente con todos los pares de cebadores. De forma similar, en la 
variedad Pico Colorado se obtuvo un fragmento correspondiente al alelo S6 y otra banda 
que únicamente fue amplificada con la combinación de cebadores PruT2-SI32 (ver 
Capítulos 4 y 5). Así, los tamaños de uno de los fragmentos amplificados en la variedad 
Taleguera Brillante y el obtenido en la variedad Vittoria son respectivamente 2315 y 1003 
pb con los cebadores PruT2-PruC4R, 1834 y 599 pb con los cebadores PruC2-PruC4R, 
453 y 409 pb con los cebadores SI31-SI32 y 1906 y 671 con los cebadores SI19-SI20. En 
la variedad Pico Colorado sólo se pudo identificar el alelo S6 utilizando los cebadores 
PruT2-PruC4R, PruC2-PruC4R y SI19-SI20. Sin embargo, otro fragmento de 448 pb se 
identificó utilizando los cebadores PruT2-SI32. En la variedad Ferrovia, se amplificaron 
mediante PCR fragmentos correspondientes al alelo S3, y otros fragmentos que 
posiblemente correspondan al alelo S12. Wiersma et al. (2001) definieron fragmentos de 
amplificación de 423 y 1711 pb con los cebadores SI31-SI32 y SI19-SI20 en el cultivar 
Schneiders para el alelo S13 (ahora llamado S12, Tobutt et al., 2001); estos tamaños 
coinciden con los tamaños de los fragmentos obtenidos con los mismos cebadores en la 
variedad Ferrovia. De hecho, hay indicios de que las variedades Ferrovia y Schneiders 
podrían corresponder al mismo genotipo (Balmer, 2001) lo que ha sido comprobado 
mediante microsatélites amplificando ADN de ‘Ferrovia’ y de ‘Schneiders’ (a partir de 
material proporcionado por K. Tobutt, East Malling, Reino Unido) siguiendo el protocolo 
descrito en el Capitulo 2 (Wünsch y Hormaza, 2002b). Los tamaños de los fragmentos 
amplificados con los cebadores PruT2-PruC4R y PruC2-PruC4R son 2065 y 1647 
respectivamente. Los fragmentos amplificados cuyo tamaño es diferente de los que han 
sido descritos previamente, amplificados en las variedades Vittoria, Pico Colorado y 
Taleguera Brillante representarían tres nuevos alelos S que han sido designados S23, S24, S25 
respectivamente siguiendo en orden consecutivo la nomenclatura utilizada para otros alelos 






Clonado y secuenciación del ADN genómico de las ribonucleasas S12, S23, S24, y S25  
 
Con el objetivo de obtener toda la secuencia codificante de estas cuatro posibles 
ribonucleasas, las secuencias genómicas parciales obtenidas después de la amplificación 
con PruT2-PruC4R y PruT2-SI32 fueron utilizadas para aislar las secuencias adyacentes a 
estos fragmentos por los extremos 5’ y 3’ mediante paseo cromosómico (‘genome 
walking’). Las secuencias genómicas obtenidas corresponden a cuatro ribonucleasas S 
(DDBJ/EMBL/GenBank AY259112, AY259113, AY259114, AY259915; Anexos 5-8). La 
presencia de un sitio de restricción XhoI en la secuencia de ADN, que produciría dos 
fragmentos de restricción de 625 y 1086 pb después de la amplificación con SI19-SI20, tal 
y como fue descrito por Wiersma et al. (2001) confirmaría que la secuencia de ADN de la 
ribonucleasa obtenida de la variedad Ferrovia/Schneiders corresponde al alelo S12. Los 
alelos S23 y S24 corresponden a los alelos también identificados en las variedades de cerezo 
del Valle del Jerte Ramón Rachilla, Garrafal, Del Cardito, Pico Colorado Cirino y Virgo 
Juliana (ver Capítulo 5, Wünsch y Hormaza, 2003).  
 
De forma similar a otras ribonucleasas de cerezo (Tao et al., 1999c; Yamane et al., 
2000), en los cuatro alelos secuenciados se identificaron dos intrones (Figura 6.1). El 
primer intrón está situado entre el péptido señal y la proteína, mientras que el segundo 
intrón se sitúa en la región hipervariable. El tamaño del primer intrón en los cuatro alelos 
identificados en este trabajo S12, S23, S24, y S25, es de 256, 248, 339 y 292 pb, 
respectivamente, mientras que el tamaño del segundo intrón es más variable, siendo 1362, 
314, 175 y 1549 pb respectivamente. Todas las uniones intrón/exón conservan la secuencia 
consenso GT/AG que se encuentra en la mayoría de los intrones de plantas y tienen un alto 
contenido en AT (66-73%) (Simpson y Filipowitcz, 1996). Por otra parte, tanto las 
secuencias como los tamaños de los exones están más conservados. Así, el tamaño del 
primer exón es de 76 pb (en S23, S24 y S25) o 82 pb (en S12), el tamaño del segundo exón es 
de 182 pb (en S24) o 188 pb (en S12, S23 y S25) y el tamaño del tercer exón es de 411 pb (en 
S23 y S24), 417 pb (en S12) o 447 pb (en S25). La secuencia de aminoácidos de los cuatro 
alelos presenta un dominio conservado de ribonucleasa T2 (Sassa et al. 1996) y un 
supuesto  péptido señal que comprende aproximadamente los 25 residuos del extremo 
amino terminal. Las regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5) definidas por Ushijima 
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et al. (1998a) en las ribonucleasas S de otras Rosáceas están también conservadas en estas 
cuatro ribonucleasas y la región hipervariable (RHV) también puede ser identificada. 
 
 
Figura 6.1. Representación esquemática del ADN genómico de 8 ribonucleasas S de cerezo. Las 










 También se han aislado fragmentos de ADN de 721, 739, 281 y 307 pb de la zona 
5’ del supuesto codón de iniciación de las ribonucleasas S12, S23, S24, S25 respectivamente. 
Estas secuencias flanqueantes presentan una posible caja TATA conservada a -86, -84, -86 
y -92 pb respectivamente del nucleótido ‘A’ del supuesto codón de iniciación ATG (Figura 
6.2). En peral Japonés la caja TATA se identificó 124 pb antes del supuesto codón de 
iniciación mientras que el sitio de iniciación de la trascripción está situado a –91 y/o –92 
S25 76                 188                                447
292       1549
S23 76               188             411
248        314
S3 82       183                               426
142       478
S6 76                    185                411
357           175
S12 82               188                              417
256                           1362
S4 76                 185                                           411
366          659
S24 76                  182                 411
339           175
T2 C4RSI32 C2




(Ushijima et al., 1998b). Por lo tanto, nuestros resultados indican que la región no 
traducida en cerezo (Prunoideas) es más corta que en las Maloideas, aunque sería necesario 
analizar esta región en otras especies Prunoideas para confirmar que esta situación se 
conserva en esta subfamilia. La caracterización de las regiones flanqueantes de 3 
ribonucleasas S de peral Japonés y una de manzano demostró que las secuencias 5’ 
analizadas no contienen ningún motivo conservado además de la caja TATA. Esto indica 
que la regulación de la expresión génica puede llevarse a cabo por una región intragénica 
o, alternativamente, por una región localizada más arriba de la región promotora analizada 
(Ushijima et al., 1998b). El análisis de las regiones flanqueantes 5’ de tres ribonucleasas S 
de peral Japonés (Norioka et al., 2001) reveló una zona de alta homología de una longitud 
de 200 pb localizada más arriba de la supuesta caja TATA, siendo esta zona una posible 
candidata para regular la expresión de las ribonucleasas S de peral Japonés. En las 
ribonucleasas analizadas en este trabajo la similitud entre las secuencias flanqueantes 5’ es 
alta hacia abajo de la caja TATA ya que en esta región aparecen 64 nucleótidos 
conservados entre las cuatro ribonucleasas. Sin embargo, la similitud es baja hacia arriba 
de la caja TATA. La alineación de las secuencias flanqueantes 5’ de las cuatro 
ribonucleasas de cerezo y cuatro de peral Japonés (Norioka et al. 2001) no reveló ningún 
motivo conservado; por el contrario, todo parece indicar que las ribonucleasas de cada 
especie forman dos grupos muy diferentes y bien diferenciados (Figura 6.2). El motivo tipo 
IA (Ficker et al., 1998) conservado en peral Japonés (Norioka et al., 2001) no está 
conservado en las secuencias de cerezo analizadas, aunque un motivo similar se identificó 
a –254 pb, en la secuencia de S23. Otros motivos como el I y el III (Kaufmann et al., 1991; 
Ficker et al., 1998) identificados en las Solanáceas, y que parecen estar involucrados en la 
regulación de la expresión génica de las ribonucleasas S  no se encontraron en las 
secuencias analizadas en este trabajo. Por lo tanto, la poca homología identificada entre las 
secuencias 5’ analizadas de cerezo (Prunoideas) y peral Japonés (Maloideas) confirma la 









Figura 6.2. Alineación de las secuencias flanqueantes 5’ de las ribonucleasas de cerezo S12, S23, 
S24, y S25, con las secuencias flanqueantes 5’ de las ribonucleasas S2, S3, S4 y S5 de peral Japonés 
(Norioka et al., 2001). Los nucleótidos conservados entre las secuencias de cerezo y entre estas y 
las de peral Japonés están indicados por asteriscos, los espacios están indicados por guiones. Los 
nucleótidos están numerados a partir del nucleótido ‘A’ del codón de iniciación ATG, que está 
numerado como +1. Las posibles cajas TATA de cerezo y peral Japonés (Norioka et al., 2001) 
están subrayadas. El motivo tipo IA (Ficker et al., 1998) identificado en peral Japonés (Norioka et 
al., 2001) y en el alelo de cerezo S23, están subrayados con dos lineas. 
 
     
                                                                         
PAS23 TCTTTAATCTTTTGAATATATTAAAA-AAAACAAGGGTTTTTATGATGATTTTTTGTTGT –207  
PAS24 TCTTTAATCTTTTGACTATGTTAAAAGAAAACAAGGGTTTCTATGATGATTTCTT----- -212  
PAS25 TCTTTAATCTTTTCAATTTGTTAGAA-AAAACAAGGGTTTTTAT-----TTTTTC----- -208  
PAS12 ATGATAATAACGTCTGGATGTCCGCATAAGAACAATGGTTTTATGATGATTTTTT----- -201  
          ****    *     * *    * ** *  *  * ** ***     *** *       
PPS2  ACATGACTAGTTTGAATAAAAAATATTGGAGAAAAAGTAGCTATCA--ATTTATAGAA-- -212  
PPS4  ACATGACTAGTTTGAATAGAAA-TAATGGAGCAAAATTTGCTATAA--ATTTATTGAA-- -223  
PPS5  ACATGACTATTTTGAATAGAGA--A-------AAAAATTGCTACAA--ATTTATAGGA-- -207  
PPS3  ACATGACTATTTTGAATAAAGA--A-------AAAAATTGCTACAA--ATTTATAGAA-- -204  
              * *    *                    *       **      *** *       
 
PAS23 TGTTTTGTTTATACACGTATATTTGGGTCTTGAGAAACTAGTGGGAAAAGGT-AACCAAA –148  
PAS24 --TTT-GTTTATACATGTATATTTGGTTCTTGAGAAACTTGTGGGAAAAGGT-AACCAAA –156  
PAS25 -------TTCATACATGTATATTTGGTTCTTGAGAAACTTGTGGGAAA-------CCAAA –162  
PAS12 ----TTGTTTATAC---------T-----T-GAGAAACTTGTGGGAAAAGGT-AGCCAAA –161  
             ** ****         *     * ******** ********       ***** 
PPS2  -----CATGTGATCGAGTACAAGTGATCATGGATGGGTCAATTACAACTATTTGATCAAC –157  
PPS4  -----CATGTGATCAAATATACGTGATCATGGATGT-TCAATTAAAGGTATTTGGTGGAC –169  
PPS5  -----CATGTGATCAAATACACTTGATCATGGATGA-TCAATTAGAGCTTTTTGATCAAC –153  
PPS3  -----CATGTGATCAAATAGACGTGATCATGGATGC-TCAATTAGAGCTTTT-GATCAAC –151  
             *     *         *     * **        *   *            *  
 
PAS23 GTTGGATGTACCTTCGCTTACAATTTGTAAGTGAGAGATTAATTGCGA------------ -100  
PAS24 GTTGGATTTACCTTTGCTCACAATTTCTAAGTGAGAGATTAAT-GCGATAG-----TACA –102  
PAS25 GTTGGACG-ACCTTTGCTTACAAGCTGTAAGTAAGAGATTAATTGCGACAG-----TACG –108  
PAS12 GTTGGATGTACCTTT-CTTACAATTTATAAGTGAGAGATTAATTGCGACAGGACCGTACA –102  
      ******   *****  ** ****  * ***** ********** ****             
PPS2  CCCTTATTTATGGACGAATGTA-CGCATATGCCTACAACCAGA-ACCACAAGAAT-AAGA –100  
PPS4  CCCTTATTTATGCATGCATGTA-CGCATATGCCTACAACTAGT-ACTATAAATAT-AAGA –112  
PPS5  CCCTTCTTTATGCATGCATGTA-CGTATATGCCTACTAGTAGC-ACTATAAATAT-AAGA  –96  
PPS3  CCCTTCTTTATGCATGCATGTA-CGTATATGGCTACAAGTAGC-ACTATAAATAT-AAGA  –94  
               *           *     ** *      *  *    * *                   
 
PAS23 CCCCATGCGACCTCCTATATAA---GCAGCA--AACACAGTGAGTCGTAGCTCAGAAA--  -47  
PAS24 CCCCATTCAACCTCCTATATAA---ACAGCA--AACAAAGTGATTCTTAGCTCAGAAA--  -49 
PAS25 ATCCATACAACCTCCTATATAATAAGCAGCA--AACACAGTGAGTCGTAAGTCAGAAA--  -52 
PAS12 CCCCATGCAACCTCCTATATAA---GCAGCC--AACAAAATGAATCTTAGCTGAGAAA--  -49 
        **** * *************    ****   **** * *** ** **  * *****   
PPS2  GCCTGATTGATCTCCAAT-TGATCCACACCACGGCCACTACTACTTCAAATG--------  -49 
PPS4  GCTTAATTGATCTCCAAT-TGATCCGCACCACCACCTATACTACTTGAAAAGTTTTAATC  –53 
PPS5  GCTTAGTTGATCTCCAAT-TACTCCACACCAG----TCTACTACTCCAAATC--------  -49 
PPS3  GCTTATTTGATCTCCAAT-TACTCCACACTA------CTACTACTCCAAATC--------  -49 















   
+169  
TATGGCGA   +7 
TATGTCGA   +7 
TATGGGGA   +7 
TATGGGGA   +7 
****  ** 
AATGAGGA   +7 
AATGGGAA   +7 
AATGGGGA   +7 
ACTAGGGA   +7 
  *    * 
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Comparación de las ribonucleasas S12, S23, S24, y S25  con otras ribonucleasas S del 
género Prunus 
 
Se han alineado las secuencias de ADN codificantes inferidas de S12, S23, S24, y S25, 
con el ADN complementario de otros seis alelos S de cerezo previamente descritos S1, S2, 
S3, S4, S5 (ahora S9, Tobutt et al., 2001) y S6 (DDBJ/EMBL/GenBank AB028153, 
AJ298311, AB010306, AB028154, AJ298314, AB010305; Tao et al., 1999a,b; Sonneveld 
et al., 2001) y de otras especies de Prunus para las que se ha descrito la región codificante 
completa; estos son Sa, Sb, Sc de almendro (DDBJ/EMBL/GenBank AB026836, 
AB011469, AB011470; Tamura et al., 2000, Ushijima et al., 1998a); S1, S7, Sf de 
albaricoquero Japonés (DDBJ/EMBL/GenBank AB101438, AB101439, AB101437; Tao et 
al., 2002) y Sa de guindo (DDBJ/EMBL/GenBank AB050393; Yamane et al., 2001). La 
alineación de estas secuencias reveló similitudes máximas entre secuencias que variaron 
entre el 96% (cerezo S6-S24) y el 66% (cerezo S9, S12-almendro Sa), aunque la mayor parte 
de las comparaciones dieron valores máximos de 88% siendo S6 y S24 excepcionalmente 
similares. A partir de los datos de las secuencias se construyó un árbol filogenético con las 
ribonucleasas S de Prunus analizadas (Figura 6.3), en el que se ve reflejado que, en 
general, las secuencias de cerezo analizadas como S12, S24 y S25 son filogenéticamente más 
próximas a otras secuencias de cerezo como S1, S2 y S6 que a otras secuencias de Prunus 
como Sa de almendro. No obstante, no se produce una separación clara entre las secuencias 
procedentes de diferentes especies lo que apoyaría la hipótesis de que el polimorfismo de 
las ribonucleas S de las Rosáceas tuvo lugar con anterioridad a la especiación (Ishimizu et 
al., 1998; Ushijima et al., 1998a). En ese caso, aparecerían nuevos polimorfismos en cada 
especie pero al inferir las filogenias de las distintas secuencias la situación esperada sería la 
observada en la Figura 6.3. 
 
Para evaluar las diferencias a nivel proteico, las secuencias de aminoácidos 
inferidas de las secuencias de S12, S23, S24, y S25 fueron comparadas con las secuencias de 
aminoácidos de los alelos S de las otras especies de Prunus mencionadas anteriormente 
(Figura 6.4). La alineación de las 10 ribonucleasas de cerezo presenta 112 residuos 
conservados mientras que la comparación de las 17 secuencias de Prunus reveló sólo 82 
aminoácidos conservados. La similitud entre secuencias de aminoácidos entre las 17 
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ribonucleasas de Prunus varía entre 54% (cerezo S23- almendro Sa) y 93% (cerezo S6-S24). 
Como ha sido descrito por Tamura et al. (2000) y Ma y Oliveira (2002), tanto la secuencia 
de nucleótidos como la de aminoácidos del alelo Sa de almendro, son consistentemente 
diferentes de las secuencias de otros Prunus. En general, al igual que con las secuencias de 
nucleotidos, se observó una homología intraespecífica mayor que interespecífica ya que los 
alelos de cerezo analizados, S12, S23, S24, y S25,  son más similares a las otras ribonucleasas 
S de cerezo (71-93%) que a las ribonucleasas S de Prunus (54-79%). Sin embargo, es 
interesante recalcar que los alelos de cerezo S2 y S6 son menos similares al alelo de cerezo 
S3 (73% y 75%) que al alelo de almendro Sb (84 y 82%) lo que también corrobora los datos 
obtenidos al comparar las secuencias de cDNA de las distintas ribonucleasas. 
 
 
Figura 6.3. Árbol filogenético inferido por el método del vecino más próximo realizado a partir de 
los alineamientos múltiples de las secuencias de nucleótidos del cDNA de las ribonucleasas S de 
Prunus utilizando CLUSTAL X 1.8. Las ribonucleasas S2 y S4 (GenBank AB014073, AB014072) de 
peral Japonés fueron utilizadas como grupos externos.  Las especies de las que ha sido obtenida 
cada secuencia están representadas por sus iniciales; PA: Prunus avium, PC: Prunus cerasus, PD: 
Prunus dulcis, PM: Prunus mume, PP: Pyrus pyrifolia. La longitud de las barras verticales es 
arbitraria, mientras que la longitud de las barras horizontales refleja la distancia genética entre 

























Figura 6.4. Alineación de la secuencia de aminoácidos deducida de las ribonucleasas S de cerezo y 
otras especies de Prunus. Las posiciones de los aminoácidos están numeradas, los residuos 
conservados están indicados por asteriscos y los espacios están indicados por guiones. Las cinco 
regiones conservadas y la zona hipervariable de las Rosáceas (Ushijima et al., 1998a) están 
subrayadas. Las especies de las que ha sido obtenida cada secuencia están representadas por sus 
iniciales; PA: Prunus avium, PC: Prunus cerasus, PD: Prunus dulcis, PM: Prunus mume.  
 
 
PAS1            MAMLKSSLAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSKP-RPLQ 57 
PAS2            MGMLKSSLAFLVLALAFFLCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 59 
PAS3            MAMLKSSLSFLVLGFAFFLCFIISAGDGSYVYFQFVQQWPPTTCRVQKK--CSKP-RPLQ 57 
PAS4            MAILKSTLAFLVLAFAFFICYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRNK-PCTKP-RPLQ 56 
PAS6            MAMLKSSPAFLVLAFAFFLCFIMSNG--SYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSSP-RPLQ 57 
PAS9            MAMLKSSLALLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRTK--CSNP-RPLQ 55 
PAS12           MGMLKSSLAFLVLAFAFFLCFIMSAGDGSYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 59 
PAS25           MGMLKSSVAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57 
PAS23           MAILNSTLAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57 
PAS24           MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTG--SYVYFQFVQQWPPATC-IRSNKPCSKH-RPLQ 56 
PCSa            MVTLKSSLAFLVLAFALFLCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPATCSLS-RTPCYKP-RPPQ 58 
PDSa            MAMLKLSLAFHVLAFVLFLCFTMSTG--SYQYFQFVQQWPPTTCAVS-KQPCYQN--PPS 55 
PDSb            MAMLKSSPAFLLVAFAFFLCFIMSTG--SYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57 
PDSc            MGMLKSSLAFLVLGFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRMKRPCSNP-RPLQ 57 
PMS1            MAMLKSSLAFLVLAFAFFVCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPTTCRVRGK--CSNP-RPIQ 57 
PMS7            MTTLKSSTALLVLAFAFFFCFIMST-TGSYVYFQFVQQWPPTTCRFSSK--PSNQQRRLQ 57 
PMSf            MAILKSTLAFLVLAFAFFFCCVMSTG--SYDYFQFVQQWPPTNCKFR---KCSKP-RPLQ 54 




PAS1            NFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSKYEDRKVYPKLRSKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 117 
PAS2            YFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSQFDGRKVSPQLRAKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 119 
PAS3            NFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSRFKKELLSPRMQSKLKISWPNVVSSNDTKFWESEWN 117 
PAS4            NFTIHGLWPSNYSNPRMPSKCTGSLFNFRKVYPQLRSDLKISWPDVESGNDTRFWESEWN 116 
PAS6            YFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFK-RILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWN 116 
PAS9            YFTIHGLWPSNYSNPKMPSNCIGSQFNESKVYPRLRSKLRISWPDVESGNDTKFWGDEWN 115 
PAS12           YSTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGLKFEAKKLSPEMQTKLKKSWPDVESGNDTKFWEGEWN 119 
PAS25           NFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCAGSEFKERKLSPKLRSKLKRSWPDVESGNDPRFWEGEWS 117 
PAS23           YFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGTQFKMQNLFPYLRSRLKMSWPDVESGNDTKFWEGEWN 117 
PAS24           IFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFK-RILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWN 115 
PCSa            IFTIHGLWPSNYSNPKRPSNCRGSLFDSRKVYPQLRLNLKISWPNVKSGNDTEFWESEWN 118 
PDSa            IFTIHGLWPSNYSKKAWVANCTRTRFN-NSLAPKLEAKLKISWPNVENANYTEFWEREWN 114 
PDSb            YFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSQFNFTKVSPKMRVKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 117 
PDSc            YFTIHGLWPSNFSNPTKPSNCNGTKFDARKVYPEMRSDLKISWPDVESGNDTKFWEDEWN 117 
PMS1            IFTIHGLWPSNYSNPTTPSNCIGSQFKESMVSPRLRSKLKRSWPNVEGSNDTRFWEGEWN 117 
PMS7            IFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGSQFNFTKVYPQLRSKLKKSWPDVESGNDTRFWESEWN 117 
PMSf            RFTIHGLWPSNYSNPTRPSNCTGLQFEARKVYPQLQSDLKISWPDVESGNDTKFWEDEWN 114 




PAS1            KHGRCSEQTLNQMQYFEISHDMWVSYNI
PAS2            KHGRCSEQTLNQMQYFERSQNMWRSYNI
PAS3            KHGTCSEQTLNQVQYFEISHEMWNSFNI
PAS4            KHGRCSEASLNQMQYFERSHAMWISYNI
PAS6            KHGTCSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNI
PAS9            KHGTCSQRILNQFQYFERSQQMWRSYNI
PAS12           KHGKCSEQTLNQMQYFERSFAMWKSYNI
PAS25           KHGKCSEQTLNQMQYFQRSHEMWQSFNI
PAS23           KHGTCSERILNIMQYFQRSQAMWKSHNI
PAS24           KHGTCSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNI
PCSa            KHGRCSEQTLNQMQYFERSDEMWNSYNI
PDSa            KHGTCSEQTLDQEEYFQRSHDIWNAYNI
PDSb            KHGTCSEGSLNQMQYFERSHEMWYSFNI
PDSc            KHGTCSEQTLNQFQYFERSHEMWMSYNI
PMS1            KHGRCSQQTLNQYQYFERSHEMWHFHNI
PMS7            KHGTCSEEKLNQMQYFERSHEMWNFHNI
PMSf            KHGKCSEQTLNQRQYFERSHAMWTSFNI





























PAS1            TPLLRCK-----TDPA----TN-----TELLH--EVVFCYEYHALKQIDCNRTAGCKNPQAISFQ 226 
PAS2            TPLLRCK-----QDK------K-----TQLLH--EVVFCYEYNALKQIDCNRTAGCQNQPAISFQ 226 
PAS3            TPLLRCK-----TDPA----HPN--ANTQLLH--EVVFCYGYNAIKQIDCNRTAGCKNQVNILFP 229 
PAS4            TPLLRCK-----YDK------S-----TQLLH--EVVFCYEYDALKQIDCNGTAGCPNQKVISFQ 223 
PAS6            TPLLRCK-----QDK------N-----TVLLH--EVVFCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPAISFQ 223 
PAS9            TPLLRCK----SQPKS--Q-AN-----FQLLH--EVVLCFDYNALVHIDCNRTAGCWNNVDIKFQ 226 
PAS12           TPLLRCK-----RDHP----NK-----PELLH--EVVLCLDYNGLIQIDCNRTAGCRNQQAISFQ 228 
PAS25           TPLLRCKFPPKSQTKS--QPKSQ--ATSQLLH--EVVLCYDYDALRLIDCNRTAGCGNQQAISFQ 236 
PAS23           TPLLRCK-----QDK------S-----TQLLH--EVVFCYDYNAIKQIDCNRTAGCGKQRDISFQ 224 
PAS24           TPLLRCK-----QDK------N-----TVLLH--EV-FCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPAISFQ 220 
PCSa            TPILRCK-PDPAQSKSQPSQPKS-PQKPQLLH--EVVFCYDYHAKKQIDCNR-TGCLN-KDISFQ 237 
PDSa            MPALRCK-----PDP---TKPKNHKISHQLLH--EVVLCLHYKGRALIDCNR-TACDNNLKILFQ 227 
PDSb            TPVLRCK-----PDPA----QNKSGPKTQLLH--EVVFCYEYHALKQIDCNRTAGCWNNVDIKFQ 231 
PDSc            TPLLRCK-----YDN------N-----TQLLH--EVVFCYGYKAIKQIDCNR-PGCKNKIDIKFQ 223 
PMS1            TPLVRCK-----QHK------K-----TQLLH--EVVLCFEYKALKQIDCNRTAGCPNQQAISFQ 224 
PMS7            TPSLRCK-----RDK------K-----TQLLHLHEVVLCYEYNALKQIDCNRTATCGNQQAIWFQ 226 
PMSf            TPLLRCK-----LDK------K-----TQLLH--EVVFCYEYKAKKQIDCNRTAGCGHQPAISFQ 221 






Las ribonucleasas S24 y S6  tienen intrones de tamaños muy similares (Figura 6.1) y 
tanto sus secuencias de nucleótidos como de aminoácidos son también excepcionalmente 
similares, lo que indica que ambos alelos pueden haber derivado de un ancestro común o 
que, alternativamente, uno puede haber derivado del otro a través de una serie de 
mutaciones. El hecho de que el alelo S6 esté presente en varios genotipos de cerezo 
(Bošković y Tobutt 2001; Sonneveld et al., 2001; Wiersma et al., 2001; Capítulo 4) y que 
el alelo S24 solamente ha sido identificado hasta ahora en 4 variedades de una zona 
específica de la península Ibérica (Capítulo 5) sostendría la segunda hipótesis. Estos dos 
alelos, sorprendentemente, tienen la misma secuencia de aminoácidos en la zona 
hipervariable (RHV) mientras que la región donde se acumulan la mayor parte de las 
substituciones de aminoácidos se encuentra a continuación de la región C1 definida por  
Ushijima et al. (1998a), (Figura 6.5). Esta región también es muy variable en todas las 
ribonucleasas S de cerezo y Prunus analizadas (Figura 6.4); de hecho, en las ribonucleasas 
S de las Solanáceas esta región contiene dos de los residuos más variables identificados 
fuera de las zonas hipervariables HVa y HVb (Tsai et al., 1992). Esta región de gran 
variabilidad situada entre las regiones C1 y C2 fue definida como HV1 por Kheyr-Pour et 
al. (1990), después de comparar las secuencias de las ribonucleasas S de Nicotiana alata. 
Se supone que los residuos más variables deben estar involucrados en la especificidad 
alélica de las ribonucleasas (Tsai et al., 1992), y se ha demostrado que las regiones 
hipervariables HVa y HVb de las ribonucleasas S de las Solanáceas juegan un papel clave 




estudios sugieren que este reconocimiento no está restringido a las zonas HV (Verica et al., 
1998). Otros pares de ribonucleasas de gran similitud han sido descritos en peral Japonés. 
En esta especie, las ribonucleasas S3 y S5 tienen 8 substituciones de aminoácidos en una 
zona de 70 aminoácidos que incluye la región RHV, y estas diferencias son suficientes 
para discriminar entre polen S3 y S5  (Ishimizu et al., 1998). Sin embargo, otro par de 
ribonucleasas S de gran similitud (S1-S4) tienen las substituciones de aminoácidos 
distribuidas por toda la secuencia (Ishimizu et al., 1998). Los resultados obtenidos en este 
trabajo, junto con los avances recientes hacia la identificación del factor S del polen 
(Ushijima et al., 2003) y cruces en campo, ayudarán a confirmar si otras regiones de la 
secuencia de las ribonucleasas S, que se encuentran fuera de la zona variable RHV en las 
Rosáceas, pueden estar involucradas en el reconocimiento específico entre las proteínas S 
del polen y del estilo.  
 
Figura 6.5. Alineación de las secuencias de aminoácidos de las ribonucleasas S6 y S24 de cerezo. 
Las posiciones de los aminoácidos están numeradas, los residuos conservados están indicados por 
asteriscos y los espacios están indicados por guiones. Las cinco regiones conservadas y la zona 
hipervariable de las Rosáceas (Ushijima et al., 1998a) están subrayadas, y la zona variable de las 




S6   MAMLKSSPAFLVLAFAFFLCFIMSNGSYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSSPRPLQYFT 60 
S24  MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPATC-IRSNKPCSKHRPLQIFT 59 




S6   IHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQL
S24  IHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQL




S6   CSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNITEILKNA
S24  CSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNITEILKNA




S6   RCKQDKNTVLLHEVVFCYEYNALKQIDCNRT
S24  RCKQDKNTVLLHEVVFCYEYNALKQIDCNRT























7. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA Y MOLECULAR DEL 
CARÁCTER DE AUTOCOMPATIBILIDAD POLEN–PISTILO EN LA 






La autocompatibilidad es un carácter muy deseable en las variedades de especies 
frutales que presentan autoincompatibilidad gametofítica, como el cerezo, puesto que 
posibilita el establecimiento de plantaciones monovarietales. Los genotipos 
autocompatibles en especies normalmente autoincompatibles pueden ocurrir de forma 
natural o artificial, y pueden estar causados por varios factores, como pérdida de la 
funcionalidad de los factores del locus S, ya sea del polen, del estilo o de ambos, o factores 
externos al locus S, siendo estos la poliploidía y la consiguiente presencia de polen 
digénico hetero-alélico, o cambios en el fondo genético del genotipo (De Nettancourt, 
2001).  
 
Aunque los casos de mutaciones estilares para el locus S y para un alelo específico 
son raros (De Nettancourt, 2000), estos han sido descritos en varias especies que presentan 
autoincompatibilidad gametofítica como Oenothera, Lycopersicum o Pyrus (Lewis y 
Crowe, 1954; Royo et al., 1994; Sassa et al., 1997), y su estudio ha ayudado a establecer la 
estructura y la función del locus S en el estilo (De Nettancourt, 2000). Así, la 
caracterización molecular de una mutación del factor S del estilo, que no afecta al polen 
(Sassa et al., 1997) llevo a la conclusión de que genes diferentes controlan la especificidad 
alélica en el polen y en el estilo. De forma similar, la observación de que proteínas S sin 
actividad ribonucleasa confieren autocompatibilidad, ayudo a confirmar que la actividad 
ribonucleasa es esencial para la expresión de la reacción de incompatibilidad en el estilo 
(Royo et al., 1994).  
 
Por otra parte, también se han descrito distintos mutantes en el sistema de 
incompatibilidad gametofítica en los que solamente la funcionalidad del polen está 
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afectada (PPM; ‘Pollen Part Mutants’) y se han propuesto varias causas para explicar este 
comportamiento (Brewaker y Natarajan, 1960; Golz et al., 1999; Lewis, 1961; Pandey, 
1965). En algunos casos, se ha comprobado que la autocompatibilidad se debe a una 
duplicación del locus S (Brewaker y Natarajan, 1960; Golz et al., 1999) o a una parte de él 
(Pandey, 1965); que normalmente se encuentra en un fragmento cromosómico adicional 
(‘centric fragment’). Esta situación fue inicialmente descrita por Lewis (1943, 1947) como 
una interacción competitiva (‘Competitive interaction’) de las proteínas S codificadas por 
el polen dialélico, a partir del estudio de genotipos tetraploides autocompatibles de 
Oenothera. Así, en un individuo tetraploide heterocigoto para el locus S, el polen diploide 
heterocigoto supera la barrera de incompatibilidad, mientras que el polen diploide 
homocigoto no lo hace y, como consecuencia, toda la descendencia es heterocigota para el 
locus S. Aunque se ha confirmado la capacidad del polen heteroalélico para superar la 
barrera de incompatibilidad (Golz et al., 1999), la explicación de este comportamiento aún 
no está clara puesto que todavía no se conoce con precisión la interacción entre los factores 
S del polen y del estilo en la reacción de incompatibilidad gametofítica. 
 
Sin embargo, la descripción de individuos homocigotos para el locus S en la 
descendencia de la autofecundación de genotipos autocompatibles de Oenothera (Lewis, 
1961) y la imposibilidad de detectar duplicaciones de factor S del estilo en líneas 
dihaploides autocompatibles de Solanum tuberosum (Thompson et al., 1991) indica que la 
existencia de polen dialélico y la consecuente interacción competitiva no es la única 
explicación posible para la existencia de mutantes del polen en este sistema de 
incompatibilidad. Otra posibilidad sería la mutación del propio factor S del polen dando 
lugar a una ausencia de este factor o de la función del mismo. Diferentes estudios (Lai et 
al., 2002; Luu et al., 2000; Ushijima et al., 2003; Golz et al., 1999) apuntan a que en la 
interacción polen-pistilo el modelo que opera puede ser el modelo inhibidor, en el que el 
factor S del polen es un inhibidor de las ribonucleasas S (ver Introducción General). 
McCubbin y Kao (2000) sugirieron que, en este modelo, si el factor S del polen tiene que 
tener la capacidad de inhibir a todas las ribonucleasas menos a las que tienen su mismo 
alelo, entonces el factor S del polen debe tener dos dominios, uno de especificidad para 
poder reconocer a las ribonucleasas que tienen su mismo alelo y otro de actividad 
inhibidora para inhibir todas las ribonucleasas con otros alelos, e interaccionar de manera 
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diferente con unas y otras. Estudios recientes han propuesto dos variantes posibles de este 
sistema: en uno de los modelos (Lai et al., 2002; Ushijima et al., 2003), los dos dominios 
estarían en la misma proteína, el factor S del polen, que sería una proteína con un dominio 
caja F (F-box protein) codificada por un gen SFB; en el otro (Luu et al., 2000; Luu et al., 
2001), los dos dominios corresponderían a dos proteínas diferentes, una sería un inhibidor 
general de la actividad de las ribonucleasas S (RI; RNase inhibitor) y la otra sería el factor 
S que funcionaría específicamente en el reconocimiento y ‘protección’ de las ribonucleasas 
con el mismo alelo. En el modelo inhibidor, una mutación que implique una supresión o 
una pérdida de la funcionalidad del factor S del polen, lo que han sido llamados 
‘verdaderos mutantes del polen’, en lugar de mutantes del polen causados por la presencia 
de polen heteroalélico, sería una mutación letal, es decir no se trasmitiría, porque, al no 
inhibirse la actividad de ninguna ribonucleasa, los tubos polínicos siempre serían detenidos 
y nunca habría fecundación. Sin embargo, según el modelo de Luu et al. (2000, 2001) la 
existencia de verdaderos mutantes del polen sería posible, porque una mutación en el factor 
S del polen no sería letal, ya que la presencia de la proteína inhibidora permitiría la 
fecundación.  
 
En algunas especies de Rosáceas se han descrito mutantes para el carácter de 
autoincompatibilidad y su estudio ha permitido profundizar en el conocimiento de la 
reacción de incompatibilidad polen-pistilo. Sassa et al. (1997) analizaron la variedad 
autoincompatible de peral Japonés ‘Osa-Nijisseiki’ (S2S4), cuyo alelo S4 es funcional en el 
polen pero no en el estilo debido a una supresión cromosómica que abarca el gen que 
codifica la ribonucleasa S4 sin afectar a la expresión del factor S del polen. En almendro, el 
mutante ‘Jeffries’ (ScmSd) puede ser fecundado por polen de cualquier variedad de 
almendro, excepto por el suyo y, además, el polen de esta variedad no puede fecundar a 
ninguna variedad con el alelo Sd (Kester et al., 1994). La explicación de este 
comportamiento es que ‘Jeffries’ presenta una supresión del haplotipo Sc que abarca mas 
allá del locus S y que incluye los genes Sc del polen y del estilo, además de una duplicación 
del haplotipo Sd, comportándose como si fuera homocigoto para el haplotipo Sd (Ushijima 




En cerezo, la autocompatibilidad natural es un fenómeno muy poco frecuente 
(Tehrani y Brown, 1992) y, como consecuencia, el número de variedades autocompatibles 
naturales es muy reducido. No obstante, se han desarrollado variedades autocompatibles de 
alto interés comercial como ‘Lapins’, ‘Sunburst’ o ‘Sweetheart’ que provienen del mismo 
progenitor, la variedad ‘Stella’ (Lapins, 1975). Esta variedad fue obtenida del cruce de 
‘Lambert’ y ‘JI2420’, siendo esta última una selección autocompatible descendiente de 
‘Emperor Francis’ polinizada con polen de la variedad ‘Napoleon’ sometido rayos X 
(Lewis, 1949; Lewis y Crowe, 1954). Sin embargo, la apuesta del sector productivo por las 
variedades autocompatibles de buena calidad está suponiendo un preocupante 
estrechamiento de la base genética del cerezo cultivado que, de hecho, ya es limitada en los 
cultivares de cerezo de interés comercial (Iezzoni et al, 1990). Por ello, sería de gran 
interés el introducir otra fuente de autocompatibilidad en los actuales programas de mejora 
de esta especie. Entre las excepciones autocompatibles en cerezo se encuentra la variedad 
Cristobalina (Hugard, 1978) también denominada ‘Catorce de Abril’ (Herrero, 1964). Esta 
variedad es una mutación temprana de la variedad Temprana de Sot, encontrada en Sot de 
Ferrer, Castellón (Herrero, 1964). Además del carácter de autocompatibilidad, 
‘Cristobalina’ posee otras características interesantes para su introducción en programas de 
mejora como son una maduración extremadamente temprana (Figura 7.1.a.), crecimiento 
poco vigoroso, rabillo largo o resistencia al agrietado.  
 
Además de su interés para los programas de mejora de cerezo, la peculiaridad del 
carácter autocompatible de ‘Cristobalina’ puede permitir avanzar en los estudios de 
incompatibilidad no solamente en cerezo sino también en otras especies con 
incompatibilidad de tipo gametofítico. Por tanto, el objetivo de este trabajo es caracterizar 
la mutación que confiere el carácter de autocompatibilidad a la variedad Cristobalina con 








Para establecer las relaciones de incompatibilidad de la variedad Cristobalina con 
otros grupos de incompatibilidad descritos en cerezo, esta se cruzó in vivo en el laboratorio 
de forma recíproca con las variedades ‘Summit’(S1S2), ‘Gilpeck’(S1S3), ‘Lambert’(S3S4), 
‘Burlat’(S3S9) y ‘Ramon Oliva’ (S6S9) todas ellas pertenecientes a diferentes grupos de 
incompatibilidad. Para establecer si la mutación de ‘Cristobalina’ se encuentra en el polen 
o en el estilo se hizo además un cuadro de compatibilidad mediante cruzamientos in vivo 
en el laboratorio con las variedades Ambrunés, Pico Negro, Duroni 3 y Hartland ya que 
todas presentan los mismos alelos de incompatibilidad que ‘Cristobalina’, S3S6 (ver 
Capítulo 4). Para evaluar las descendencias y la naturaleza de la mutación se hicieron 
cruzamientos recíprocos en campo con una variedad con los mismos alelos ‘Ambrunés’, 
con una variedad con el alelo S3 [‘Lambert’ (S3S4)] y con otra con el alelo S6 [‘Ramon 
Oliva’ (S6S9)]. Adicionalmente, para estudiar la segregación fenotípica del carácter de 
autocompatibilidad se utilizó una población de 41 individuos de cuatro años de edad 
descendiente del cruzamiento de ‘Brooks’ (S1S9) x ‘Cristobalina’ (S3S6). El material de la 
población de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ fue recogido de la finca ‘Santa Bárbara’ situada en 
la localidad de Caspe en la provincia de Zaragoza y el resto del material vegetal fue 
recogido del Servicio de Investigación Agroalimentaria de la Diputación General de 
Aragón en Zaragoza.  
 
 
Extracción de ADN genómico e identificación de alelos S en las descendencias 
 
El ADN genómico de los individuos de las descendencias fue extraido directamente 
de los embriones maduros de los frutos o de las hojas, en el caso de poblaciones en estado 
de plántula o árboles adultos, utilizando el  protocolo descrito en el Capítulo 2. Los alelos S 
de las descendencias de cada cruzamiento fueron identificados mediante PCR utilizando 
los pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) siguiendo el protocolo descrito 
en el Capítulo 4. 
Capítulo 7 
80  
Clonado y secuenciación del ADN genómico de las ribonucleasas S3 y S6 de la 
variedad Cristobalina 
 
Los genes de las ribonucleasas S3 y S6 de ‘Cristobalina’ fueron clonados a partir de 
fragmentos amplificados mediante PCR utilizando los pares de cebadores S3F1 
(AAAGCCTTCCCCCACTCTATT) - S3R1 (GCTCAAACTCTTCTTATTT) y S6F1 
(AAGCCTCTGATCCCATTCTGT) - S6R1 (CCAAACCATACTATACTTT). Estos 
cebadores fueron diseñados a partir de la secuencia de cDNA de los alelos S3 y S6 
(DDBJ/EMBL/GenBank AB010306, AB010305) (Tao et al., 1999a) y abarcan toda la 
zona codificante de estas dos ribonucleasas. El clonado y secuenciación de estos 
fragmentos de ADN fue llevado a cabo de acuerdo con el protocolo descrito en el Capítulo 
6. 
 
Cruzamientos y observación microscópica de tubos polínicos  
 
Para la obtención de polen tanto para cruzamientos in vivo en el laboratorio como 
en campo, se recogieron flores en estado de botón globoso (Figura 7.1.b.). De estas se 
separaron las anteras que se dejaron secar durante 24 horas a temperatura ambiente en una 
bandeja de papel. Pasado este tiempo y después de observar la dehiscencia de las anteras, 
éstas fueron coladas con un pincel a través de una malla de 0,26 mm para separar el polen. 
El polen se almacenó a –20ºC hasta su utilización. 
 
Los cruzamientos in vivo en el laboratorio fueron realizados con flores recogidas en 
estado de botón globoso, emasculadas y colocadas en espuma de florista húmeda. Se 
colocaron 20 flores por cruzamiento y fueron polinizadas 24 horas después de su 
emasculación con un pincel utilizando el polen previamente recogido. Los pistilos de las 
flores fueron fijados en FAA (formaldehído: ácido acético: 70% etanol; 1:1:18 ) (Johansen, 
1940) a los 5 días de su polinización y guardados a 4ºC hasta su preparación para la 
observación al microscopio. Para los cruzamientos en campo se emascularon manualmente 
las flores en estado de botón globoso en el propio árbol (Figura 7.1.c) y se polinizaron 24 
horas después, con un pincel utilizando el polen recogido con anterioridad (Figura 7.1.d.). 
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Para la observación microscópica de los tubos polínicos de los pistilos fijados de 
los cruzamientos in vivo en el laboratorio, estos fueron lavados 3 veces durante 1 hora en 
agua destilada. Posteriormente se lavaron durante 24 horas en sulfito sódico al 5%, y se 
esterilizaron durante 12 minutos a 1,1 kg/cm2 (Jeffries y Blecher, 1974) en solución de 
sulfito sódico limpia. Posteriormente los pistilos fueron aplastados entre portaobjetos y 
cubreobjetos con una solución de azul de anilina al 0,1% en 0,1 N PO4K3 para la tinción de 
callosa (Linskens y Esser, 1957). Las preparaciones se guardaron en bandejas con papel 
húmedo a 4ºC y se dejaron tiñendo durante al menos 24 horas. Las preparaciones se 
observaron al microscopio de fluorescencia de luz incidente para luz violeta Ortolux II con 
filtro excitador BP 355-425 y filtro bloqueador LP 460.  Se consideraron cruzamientos 
compatibles aquellos en los que habiendo germinado cantidad suficiente de polen en el 
estigma (Figura 7.2.a. y 7.2.b.) y de tubos polínicos en el estilo (Figura 7.2.c.), en la mayor 
parte de las flores observadas los tubos polínicos llegaron al ovario (Figura 7.2.d.), e 
incompatibles aquellos para los que en la mayor parte de flores observadas los tubos 
polínicos se detuvieron antes de llegar al ovario (Figura 7.2.e.). 
Figura 7.1.
a. Variedades de cerezo, con
‘Cristobalina’ en primer plano,
destacando el considerable
adelanto en su ciclo fenológico
respecto a otras variedades.
b. Flores en estado de botón
globoso, en el que se recoge 
el polen y se emasculan las 
flores.
c. Flores emasculadas, listas
para ser polinizadas.
d. Flores varios días después de
la polinización manual, en las
que se observa el desarrollo 






a. Estigma con polen germinado.
Tinción con azul de anilina. 
Barra = 200 µm.
b. Grano de polen germinado en el 
estigma. Tinción con azul de anilina. 
Barra = 30 µm. 
c. Estilo con tubos polínicos. Tinción 
con azul de anilina. 
Barra = 200 µm.
d. Tubos polínicos llegando al ovario
en un cruzamiento compatible.
Tinción con azul de anilina. 
Barra = 80 µm.
e. Tubo polínico detenido en el estilo
en un cruzamiento incompatible.
Tinción con azul de anilina. 









Relaciones de incompatibilidad polen-pistilo entre ‘Cristobalina’ y otras variedades 
 
Los cruzamientos recíprocos entre ‘Cristobalina’ y las variedades ‘Summit’ (S1S2), 
‘Gilpeck’ (S1S3), ‘Lambert’ (S3S4), ‘Burlat’ (S3S9) y ‘Ramón Oliva’ (S6S9) realizados in 
vivo en el laboratorio y observados en el microscopio fueron todos compatibles, 
confirmando así que ‘Cristobalina’ pertenece a un grupo diferente de incompatibilidad que 
el resto de variedades. Los cruzamientos realizados in vivo en el laboratorio y observados 
en el microscopio entre ‘Cristobalina’ y las variedades ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’, ‘Duroni 
3’ y ‘Hartland’ así como las autofecundaciones y los cruces entre estas (Tabla 7.1) 
confirmaron que ‘Cristobalina’ es autocompatible y que ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’, 
‘Duroni 3’ y ‘Hartland’ son autoincompatibles. Teniendo en cuenta que mediante PCR las 
cinco variedades presentan los mismos alelos S, el cuadro de cruzamientos confirma 
además que las variedades Ambrunés, Pico Negro, Duroni 3 y Hartland pertenecen al 
mismo grupo de incompatibilidad ya que todos los cruzamientos entre ellas son 
incompatibles. Los cruzamientos en los que ‘Cristobalina’ fue utilizada como parental 
masculino y las otras cuatro variedades fueron utilizadas como parental femenino fueron 
todos compatibles mientras que los recíprocos, es decir, en los que ‘Cristobalina’ es el 
parental femenino y las otras cuatro son el parental masculino, fueron incompatibles.  
 
 
Tabla 7.1. Cuadro de compatibilidad de variedades del Grupo VI de incompatibilidad incluyendo 
‘Cristobalina’. Cruces realizados in vivo en el laboratorio y observados con microscopía de 
fluorescencia. +: cruce compatible, -: cruce incompatible. 
 
 
                   ♂ 
    ♀ Cristobalina Ambrunés Pico Negro Duroni 3 Hartland 
Cristobalina + - - -  
Ambrunés + - - -  
Pico Negro + - -  - 
Duroni 3 + - - - - 







Caracterización molecular de las ribonucleasas S3 y S6 de ‘Cristobalina’ 
  
En la variedad Cristobalina, los análisis de PCR utilizando los cebadores 
conservados de las ribonucleasas S de cerezo amplifican fragmentos correspondientes a los 
alelos S3 y S6 (ver Capítulo 4). Para comprobar la identidad de estos fragmentos, las 
ribonucleasas de S3 y S6 de ‘Cristobalina’ fueron amplificadas mediante PCR con los pares 
de cebadores S3F1-S3R1 y S6F1-S6R1 respectivamente, y los fragmentos obtenidos de 
1474 y 1304 pb fueron clonados, secuenciados y comparados con las secuencias ya 
caracterizadas de estas dos ribonucleasas (Tao et al., 1999a; Sonneveld et al., 2001).  
 
La secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de nucleótidos de la 
ribonucleasa S3 de ‘Cristobalina’ es prácticamente idéntica a la secuencia de aminoácidos 
deducida del cDNA de las ribonucleasas S3, identificadas en la variedad Satonishiki (S3S6) 
(DDBJ/EMBL/GenBank AB010305; Tao et al., 1999a) y en la variedad Napoleon (S3S4) 
(DDBJ/EMBL/GenBank AJ298312; Sonneveld et al., 2001), ya que la secuencia de ADN 
de la ribonucleasa S3 de ‘Cristobalina’ difiere de la secuencia S3 de ‘Satonishiki’ y 
‘Napoleon’ en únicamente dos nucleótidos. Por otra parte, la comparación de la secuencia 
genómica obtenida de la ribonucleasa S3 de ‘Cristobalina’ con la secuencia genómica de la 
ribonucleasa S3 de ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank AB031816; Tao et al. 1999b) 
reveló 5 nucleótidos adicionales diferentes situados en las secuencias de ADN de los 
intrones.  
 
La secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de la ribonucleasa S6 de 
‘Cristobalina’ es idéntica a la secuencia de aminoácidos deducida del cDNA de la 
ribonucleasa S6 identificada en ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank AB010306; Tao et 
al., 1999a) y ambas difieren de la de ‘Colney’ (S9S6) (DDBJ/EMBL/GenBank AJ298315; 
Sonneveld et al., 2001) en 2 aminoácidos, debido a la diferencia de 4 nucleótidos. La 
comparación de la secuencia genómica obtenida de las ribonucleasa S6 de ‘Cristobalina’ 
con la secuencia genómica de la ribonucleasa S6 de ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank 
AB031818; Tao et al. 1999b) reveló 3 nucleótidos diferentes situados en las secuencias de 
ADN de los intrones. En cualquier caso, si aceptamos un valor para la tasa de error en las 
bases públicas de datos de secuencias de entre 0,037% a 0,29% (Krawetz, 1989) o incluso 
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superior (Kristensen et al., 1992), las diferencias encontradas entre las distintas secuencias 
de los dos alelos no serían significativas. 
 
 
Análisis genético de la mutación de autocompatibilidad de ‘Cristobalina’ 
  
Con el objetivo de caracterizar la genética del carácter de autocompatibilidad de 
‘Cristobalina’ y comprobar si la mutación que aporta este carácter se debe a una mutación 
en el factor S del polen o del estilo y si reside en el alelo S3 o S6, se realizó en campo una 
autofecundación controlada de ‘Cristobalina’ y cruzamientos recíprocos con una variedad 
con los mismos alelos (‘Ambrunés’; S3S6), con una variedad con el alelo S3 (‘Lambert’; 
S3S4) y con otra variedad con el alelo S6 (‘Ramón Oliva’; S6S9) (Tabla 7.2). De estos 
cruzamientos se analizó el genotipo S de las descendencias mediante PCR. 
  
De la autofecundación controlada de 150 flores de ‘Cristobalina’ se obtuvieron 57 
frutos (Tabla 7.2). El genotipo S de estos segregó en tres clases; homocigotos S3S3, 
heterocigotos S3S6 y homocigotos S6S6, con un número de individuos por clase de 19, 31 y 
7 respectivamente (Tabla 7.2). El análisis de los alelos S de otros 43 frutos de 
‘Cristobalina’ recogidos aleatoriamente y que se consideran fecundados por polen de 
‘Cristobalina’ puesto que esta variedad es de floración muy temprana y su época de 
floración no se solapa con ninguna otra variedad (Figura 7.1.a.), segregó en las mismas tres 
clases en la relación 10:26:7 (S3S3:S3S6:S6S6). El cruzamiento de ‘Ambrunés’ x 
‘Cristobalina’ dio lugar a 53 frutos de 348 flores polinizadas. La descendencia de este 
cruzamiento segregó en las mismas clases que la autofecundación en la relación 19:25:3 
(S3S3:S3S6:S6S6). Sin embargo, en el cruzamiento recíproco ‘Cristobalina’ x ‘Ambrunés’ no 
hubo cuajado en ninguna de las 150 flores polinizadas. La presencia de individuos  
homocigotos S3 y de homocigotos S6 en la descendencia de la autofecundación de 
‘Cristobalina’ y en el cruzamiento de ‘Ambrunés’ x ‘Cristobalina’, indica que ambos alelos 
del polen de ‘Cristobalina’ pueden efectuar la fecundación. Sin embargo, las proporciones 
observadas, no se ajustan a una proporción esperada de 1:2:1 para una mutación en ambos 




 En los cruzamientos con ‘Lambert’ (S3S4) y ‘Ramón Oliva’ (S6S9) como parentales 
masculinos y ‘Cristobalina’ como parental femenino se polinizaron 320 y 295 flores 
respectivamente de las que se obtuvieron 130 y 110 frutos respectivamente (Tabla 7.2). De 
ambas descendencias se analizaron 10 frutos, siendo la segregación en la población de 
‘Cristobalina’ x ‘Lambert’ S3S4:S4S6 (4:6) y la de ‘Cristobalina’ x ‘Ramón Oliva’ S3S9:S6S9 
(7:3). Los cruzamientos recíprocos con ‘Cristobalina’ como parental masculino y 
‘Lambert’ y ‘Ramón Oliva’ como parentales femeninos dieron lugar a 95 y 138 frutos 
respectivamente. Tras la siembra de los embriones, se obtuvieron 41 individuos del 
cruzamiento con ‘Lambert’ y no se obtuvo ninguna plántula del cruzamiento con ‘Ramón 
Oliva’, por lo que el cruzamiento no ha podido ser analizado. En la descendencia del 
cruzamiento con ‘Lambert’ se obtuvo la segregación S3S3:S3S4:S3S6:S4S6 (3:0:21:17); esta 
proporcion tampoco se ajusta a la proporcion esperada de 1:1:1:1 si ambos alelos de 
‘Cristobalina’ estuvieran mutados (Tabla 7.2). 
 
Tabla 7.2. Cruzamientos realizados en campo y segregación de los genotipos S de las 
descendencias analizados mediante PCR. Proporciones esperadas y análisis de chi cuadrado, 
cuando ambos alelos del factor S del polen están mutados. 
 










































S3S3:S3S6:S6S6 29:57:14 1:2:1 
 
25:50:25 0,040 6,46 
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S3S6 
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11:12:9:9 1:1:1:1 10:10:10:10 0,883 0,66  





 Una hipótesis que podría explicar los resultados obtenidos sería la existencia de un 
locus (que denominamos locus M) cuyo producto génico pueda ser epistático sobre el 
factor S del polen. En ese caso, una mutación del factor M (M*) en el polen, haría que se 
produjese fecundación en presencia de ribonucleasas S en el pistilo con el mismo alelo de 
incompatibilidad. Así, los genotipos esperados en la descendencia de la autofecundación 
de ‘Cristobalina’ bajo la hipótesis de un locus M con un alelo M* ligado al alelo S3, se 
reflejan en la tabla 7.3.  
 
 
Tabla 7.3. Genotipos esperados en la descendencia de la autofecundación de ‘Cristobalina’ para un 
alelo M* ligado al alelo S3, que modifica el fenotipo del locus S en el polen y no modifica el 
fenotipo del locus S en el estilo.  
 
   Polen 
   Parentales  Recombinantes  
  Gametos S3M* S6M S3M S6M* 
Parentales S3M* S3M*/S3M* NF NF S3M*/S6M* 
 S6M S3M*/S6M NF NF S6M/S6M* 




 S6M* S3M*/S6M* NF NF S6M*/S6M* 
NF: no hay fecundación. 
 
 
De esta manera, en la descendencia de la autofecundación de ‘Cristobalina’ 
existirían individuos homocigotos para los alelos S3 y S6, e individuos heterocigotos para 
los dos alelos. Si consideramos que el factor M no tiene ningún efecto sobre el fenotipo del 
factor S en el estilo, podemos estimar la frecuencia de recombinación (FR) entre los loci S 
y M a partir del número de homocigotos S6S6. Así, en la población de 100 individuos 
(Tabla 7.2) el número de recombinantes homocigotos S6S6 es de 14 individuos y el número 
teórico de individuos en la descendencia sería 200, porque la mitad de los genotipos 
posibles, los procedentes de polen S6M y S3M, no llegan a producirse (Tabla 7.3). En ese 
caso, FR sería 0,28 y las segregaciones observadas y esperadas en los distintos 




Tabla 7.4. Segregaciones observadas de los cruzamientos analizados y análisis de chi cuadrado  
cuando la frecuencia de recombinación entre los loci S y M es de 0,28 y cuando la variedad 
Cristobalina ha sido utilizada como parental masculino siendo su genotipo para estos dos loci 
S3M*/S6M. 
 










































S3S3:S3S6:S6S6 29:57:14 36:50:14 
 
0,31 2,31 



































































1: Polinización libre. 2: Número total de individuos de autofecundación controlada y autofecundación libre. 3: 
Individuos para los que se ha observado la reacción de incompatibilidad o compatibilidad al microscopio. 
SC: autocompatible, SI: autoincompatible 
 
 
Estudio de la transmisión del carácter de autocompatibilidad  
 
 Para estudiar la correlación entre los alelos heredados de ‘Cristobalina’ y la 
expresión fenotípica del carácter de autocompatibilidad, se analizó el genotipo S mediante 
PCR de 41 individuos descendientes del cruzamiento de ‘Brooks’ (S1S9) x ‘Cristobalina’ 
(S3S6) y el crecimiento de los tubos polínicos de la autofecundación de cada árbol realizada 
en flores in vivo en el laboratorio. Los genotipos de los 41 árboles segregaron en las cuatro 
clases esperadas S1S3:S1S6:S3S9:S9S6 (11:12:9:9), (Tabla 7.2). La observación de los tubos 
polínicos al microscopio reveló la presencia de individuos autocompatibles e individuos 
autoincompatibles. Este ensayo fue repetido durante dos años seguidos y, debido a 
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problemas de carácter técnico como la escasez de flores en algunos árboles o años, sólo se 
han obtenido resultados concluyentes para 32 de los 41 árboles analizados. De estos 32 
árboles, 16 de ellos son autocompatibles y los otros 16 son autoincompatibles. De los 
árboles que podemos considerar autocompatibles tras el examen de los tubos polínicos al 
microscopio, existen 5 árboles con el genotipo S1S3, 5 árboles con el genotipo S1S6, 2 
árboles con el genotipo S3S9 y 4 árboles con el genotipo S9S6. Asimismo de los 16 árboles 
autoincompatibles, 3 árboles tienen el genotipo S1S3, 4 el genotipo S1S6, 4 el genotipo S3S9 





En este trabajo se han utilizado diferentes métodos para estudiar el carácter de 
autocompatibilidad de la variedad Cristobalina. Los resultados obtenidos indican que 
‘Cristobalina’ tiene una mutación que afecta a la función del factor S del polen y no del 
estilo, y que esta mutación no radica específicamente en ninguno de los dos alelos de 
incompatibilidad sino que afecta a ambos alelos.  
 
Caracterización de la mutación de autocompatibilidad  
 
Los datos obtenidos indican que la autocompatibilidad en ‘Cristobalina’ no se debe 
a una mutación de la función del factor S del estilo ya que, en los cruzamientos realizados 
en el laboratorio, ‘Cristobalina’ no puede ser fecundada por variedades con los mismos 
alelos de incompatibilidad (Tabla 7.1) y, en los cruzamientos realizados en campo en los 
que ‘Cristobalina’ es utilizada como parental femenino con ‘Ambrunés’, ‘Lambert’ y 
‘Ramón Oliva’ como parentales masculinos, la segregación de las descendencias fue la 
esperada para un cruzamiento en el que no hay mutación en el estilo (Tabla 7.2). En la 
descendencia del cruce de ‘Cristobalina’ (S3S6) x ‘Lambert’ (S3S4) no aparece ni el 
genotipo homocigoto S3S3 ni el genotipo heterocigoto S3S6, lo que indica que sólo el polen 
S4 de ‘Lambert’ es capaz de efectuar la fecundación y que el polen S3 de ‘Lambert’ es 
detenido en el estilo. El mismo razonamiento es aplicable al alelo S6 dado que no se 
detectó la presencia de individuos S6S6 o S3S6 en la descendencia del cruzamiento de 
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‘Cristobalina’ (S3S6) x ‘Ramón Oliva’ (S6S9). Del mismo modo, en el cruzamiento de 
‘Cristobalina’ (S3S6) x ‘Ambrunés’ (S3S6) no hubo fecundación, luego ambos tubos 
polínicos S3 y S6 de ‘Ambrunés’ fueron detenidos por las ribonucleasas S3 y S6 de 
‘Cristobalina’. Esta situación concuerda con el hecho de que la secuencia de aminoácidos 
obtenida de las ribonucleasas de ‘Cristobalina’ es la misma que la de las ribonucleasas S3 y 
S6 caracterizadas en otros cultivares de cerezo y que son capaces de causar una reacción de 
incompatibilidad en presencia de polen con los mismos alelos.  
 
No obstante, los resultados obtenidos cuando ‘Cristobalina’ actúa como parental 
masculino parecen indicar que el comportamiento autocompatible de ‘Cristobalina’ se debe 
a un comportamiento anómalo del factor S del polen. Este hecho se puede deducir de los 
resultados de los cruzamientos realizados in vivo en el laboratorio ya que el polen de 
‘Cristobalina’ es capaz de fecundar variedades del mismo grupo de incompatibilidad 
(Tabla 7.1), y en campo es capaz de fecundar a la variedad Ambrunés (Tabla 7.2). Es decir, 
el factor S del polen de ‘Cristobalina’ tiene o está afectado por una mutación que le permite 
atravesar el estilo en presencia de ribonucleasas con su mismo alelo de incompatibilidad. 
Es más, la presencia de genotipos homocigotos S3 y S6, tanto en la autofecundación de 
‘Cristobalina’ como en el cruce con la variedad Ambrunés como parental femenino, indica 
que tanto el polen S3 como el polen S6 no son inhibidos por la presencia de ribonucleasas 
S3 o S6 y que, por lo tanto, los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’ presentan un 
comportamiento anómalo. Esta hipótesis se corrobora por la presencia en la descendencia 
de la población de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ de individuos autocompatibles que han 
heredado el alelo S3 y de individuos autocompatibles que han heredado el alelo S6 y que 
indica que ambos alelos pueden aportar el carácter de autocompatibilidad, por lo que este 
no estaría correlacionado exclusivamente con ninguno de los dos alelos. Sin embargo, si 
ambos alelos son capaces de aportar indistintamente el carácter de autocompatibilidad, 
toda la descendencia del cruzamiento ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ debería ser autocompatible 
y se han observado tanto individuos autocompatibles como autoincompatibles, lo que 
indica que, aunque ambos alelos pueden aportar el carácter de autocompatibilidad, no 




La posibilidad de que la autocompatibilidad en la variedad Cristobalina esté 
causada por la presencia de un alelo adicional, ya sea por un aumento en la ploidía o por un 
fragmento cromosómico, implicaría que la descendencia de la autofecundación sería 
heterocigótica lo que no se corresponde con los resultados obtenidos en este trabajo. 
Alternativamente, una duplicación de solamente parte del locus S, de manera que la 
ribonucleasa S correspondiente no hubiera sido duplicada y, por lo tanto, no pueda ser 
detectada, podría ser la explicación de la mutación que confiere la autocompatibilidad en 
‘Cristobalina’. En ese caso la duplicación del locus S no podría ser detectada con el método 
utilizado en este trabajo para identificar el genotipo S de las descendencias, y los genotipos 
aparentemente homocigotos podrían ser heterocigotos. 
 
 
Análisis genético de la autocompatibilidad en ‘Cristobalina’ 
 
 La proporción de la segregación observada en la autofecundación de ‘Cristobalina’ 
y en el cruzamiento de ‘Ambrunés’ x ‘Cristobalina’, no se ajusta a la proporción esperada 
(1:2:1; hom.:het.:hom.) para una mutación del factor S del polen en ambos alelos (Tabla 
7.2). Aunque esta desviación se puede deber a un número escaso de individuos en la 
descendencia analizada, el hecho de que la desviación se produzca en la misma dirección, 
favoreciendo al alelo S3, en dos cruzamientos distintos indica que puede deberse a otras 
causas. Una podría ser una mayor capacidad competitiva del polen S3 durante el 
crecimiento en el estilo; de hecho, existen numerosos ejemplos de diferencias en la 
capacidad competitiva del polen en distintas circunstancias (Hormaza y Herrero, 1992). 
También podría deberse a una selección postzigótica en detrimento de los embriones 
homocigóticos S6S6. Pero, además de la segregación distorsionada en las descendencias 
mencionadas, no toda la descendencia del cruzamiento de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ es 
autocompatible. Por tanto, los resultados obtenidos con segregaciones distorsionadas y 
descendencias autoincompatibles son difíciles de explicar bajo la hipótesis de que ambos 
alelos estén mutados y que ambos aporten siempre el carácter de autocompatibilidad. La 
segregación obtenida en el cruzamiento ‘Lambert’ (S3S4) x ‘Cristobalina’ (S3S6), tampoco 
concuerda con esta hipótesis, ya que en ese caso, si tanto el polen S3 como el polen S6 de 
‘Cristobalina’ hubieran atravesado el estilo y llegado efectuar la fecundación, el genotipo 
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S3S4 debería estar presente en la descendencia y las cuatro clases segregantes S3S6, S4S6, 
S3S3, S3S4 deberían estar presentes en la misma proporción (Tabla 7.2). Como en el caso 
anterior, varias explicaciones son posibles. Por un lado, un bajo número de individuos en la 
población estudiada. Por otro lado, una selección pre o postzigótica que confiera una 
ventaja al polen S6. Sin embargo, esta hipótesis no concuerda con las segregaciones 
obtenidas en los cruzamientos ‘Cristobalina’ x ‘Cristobalina’ o ‘Ambrunés’ x 
‘Cristobalina’ discutidas anteriormente en las que se produce un efecto inverso, que es una 
ventaja hacia el polen S3. 
 
 Una hipótesis alternativa que podría explicar más eficientemente los resultados 
obtenidos es que exista un locus, al que se le puede nombrar como locus M, que modifique 
la función del factor S del polen. Cuando el factor M está mutado (M*), se modificaría la 
función del factor S del polen de manera que podría efectuar la fecundación en presencia 
de ribonucleasas S con su mismo alelo de incompatibilidad, mientras que si el factor M no 
está mutado, el tubo polínico no supera la barrera de incompatibilidad. Si el genotipo de 
‘Cristobalina’ para los loci S y M fuera S3M*/S6M, el genotipo de los granos de polen 
producidos por ‘Cristobalina’ sería S3M* y S6M o S3M y S6M* cuando haya recombinación 
entre los loci S y M. De forma que en una autofecundación de ‘Cristobalina’ o en un 
cruzamiento con una variedad con los mismos alelos, los gametos con el genotipo S6M y 
S3M no efectuarán la fecundación y los gametos con el genotipo S3M* o S6M* si lo harán 
(Tabla 7.3). De esta manera, en la descendencia de la autofecundación de ‘Cristobalina’ 
existirán individuos homocigotos para los alelos S3 y S6, e individuos heterocigotos para 
los dos alelos. La frecuencia de recombinación entre los locus S y M de 0,28, calculada a 
partir de los datos de la población de autofecundación de ‘Cristobalina’, explicaría 
correctamente la mayoría de las segregaciones observadas en las descendencias analizadas. 
Es más, explicaría por qué en la descendencia de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ la mitad de los 
individuos son autocompatibles y la otra mitad son autoincompatibles y por qué ambos 
fenotipos se dan en las cuatro clases segregantes (Tabla 7.4). Sin embargo, la segregación 
obtenida en la población de ‘Lambert’ x ‘Cristobalina’ tampoco se ajusta a la hipótesis del 
locus M* ligado a S3, aunque la probabilidad aumenta considerablemente de la primera a la 
segunda hipótesis, de 8,1 x 10-7 a 1,0 x 10-4 respectivamente (Tablas 7.2 y 7.4). En esta 
población la presencia del locus modificador M* explicaría la presencia de un mayor 
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número de individuos heterocigotos S3S6,y S4S6 que de individuos S3S3 y S3S4, puesto que el 
polen con el alelo S6 siempre efectuará la fecundación independientemente de la presencia 
del factor M o M* puesto que no hay no presencia de ribonucleasas S6 en el estilo. Sin 
embargo, el polen con el alelo S3 sólo efectuará la fecundación cuando esté ligado al factor 
M*, dada la presencia de las ribonucleasas S3 del estilo de ‘Lambert’. La realización de 
nuevos cruzamientos entre estas y otras variedades podrá ayudar a confirmar si, en efecto, 
las segregaciones obtenidas pueden estar causadas por un locus modificador y establecer 
con mayor exactitud la distancia de dicho locus al locus S. 
 
  
Autocompatibilidad en ‘Cristobalina’, mutantes del polen y modelos de interacción 
polen-pistilo 
 
Si suponemos que la reacción de incompatibilidad en cerezo se realiza siguiendo el 
modelo inhibidor, de acuerdo con el modelo propuesto por Lai et al. (2002) y Ushijima et 
al. (2003), la pérdida de funcionalidad del factor S del polen en los dos alelos de 
‘Cristobalina’ sería una mutación letal ya que ninguna S-RNasa sería inhibida y los tubos 
polínicos serían detenidos. Solamente una mutación en la región de especificidad alélica 
del SFB de ambos alelos, pero no en la región del dominio de inhibición, desactivaría a 
todas las ribonucleasas permitiendo el crecimiento de los tubos polínicos, y explicando así 
la superación de la barrera de incompatibilidad en esta variedad. Por otro lado, según el 
modelo de Luu et al. (2000, 2001), en ‘Cristobalina’ podría existir una mutación que 
inhabilite a ambos factores del polen permitiendo así que RI (Inhibidor de la Ribonucleasa) 
desactive a todas las ribonucleasas y que por lo tanto siempre haya fecundación. Para 
ambos modelos, los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’ deberían haber mutado 
dando lugar al mismo fenotipo; en el primer caso tendría que existir una mutación que dé 
lugar a la perdida de especificidad simultánea de ambos factores S del polen y en el 
segundo tendría que existir una supresión cromosómica o una mutación de la expresión del 
factor del polen S pero no de RI. Sin embargo, si partimos de la base de que la tasa 
espontánea de mutación del locus S en cerezo es baja (0,3-2,5 x 10-6 granos de polen ) en 
comparación con su diversidad alélica (Lewis, 1948), y que las mutaciones hacia la 
autocompatibilidad en cerezo son muy escasas (Tehrani y Brown, 1992), es muy 
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improbable que ambos alelos S del polen hayan mutado al mismo tiempo en una única 
variedad. 
 
 Factores externos al locus S, o loci modificadores, que modifican la respuesta de 
incompatibilidad también han sido descritos en varios trabajos (McCubbin y Kao, 2000). 
La mayoría de estos factores han sido descritos en Solanáceas y su efecto está implicado en 
la modificación de la respuesta estilar. Sin embargo, Thompson et al. (1991) propusieron la 
existencia de un locus modificador (I), no relacionado con el locus S, y que afectaría 
solamente a la función del factor del S polen, para explicar la inexistencia de duplicaciones 
del locus S en las líneas autocompatibles de Solanum estudiadas. Esta hipótesis concuerda 
con los resultados obtenidos en este trabajo y la deducción a partir de éstos de la existencia 
del supuesto factor M* descrito en el apartado anterior. Sin embargo, hay que tener en 
cuenta, que una modificación en la expresión del factor S del polen, dentro del modelo 
inhibidor sólo podría explicarse mediante un modelo en el que el dominio de inhibición y 
el dominio de especificidad alélica del factor S del polen se encuentren en genes diferentes, 
ya que la situación contraria sería una mutación letal. De manera que el supuesto locus M 
podría existir en un modelo en el que ambos dominios estén en dos proteínas diferentes, 
modificando o suprimiendo la función del factor S del polen e impidiendo que este proteja 
o reconozca a las ribonucleasas S con su mismo alelo. De esta forma, todas las 
ribonucleasas S serían inhibidas por el factor de inhibición y siempre habría fecundación. 
Aunque estudios recientes apuntan al modelo inhibidor del factor S del polen, también 
existe evidencia que apoya el modelo receptor (De Nettancourt, 2001), en el cual los 
mutantes del polen puedan ser causados por supresiones del factor S del polen o por 
duplicaciones del alelo S.  
 
Con los datos obtenidos en este trabajo se puede descartar la hipótesis de la 
presencia de polen dialélico debido a una duplicación del gen S que contenga el gen de la 
ribonucleasa S, en cuyo caso la duplicación del locus S sólo sería parcial. Además, parece 
poco probable que ambos alelos de ‘Cristobalina’ hayan mutado simultáneamente dando 
lugar al mismo fenotipo. Sin embargo, los resultados apuntan a que la superación de la 
barrera de incompatibilidad por cualquiera de los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’ 
puede estar causada por la presencia de un locus M mutado (M*), ligado al alelo S3, que 
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modificaría la función del factor S del polen permitiéndole superar la presencia de las 
ribonucleasas S correspondientes. Esta hipótesis, puede tener cabida en un modelo como el 
de Luu et al. (2000, 2001). La profundización en el estudio de la autocompatibilidad en 
‘Cristobalina’ con nuevos cruzamientos y la caracterización molecular en cerezo del gen 
SFB descrito en almendro y posible candidato al factor S del polen en GSI (Lai et al., 
2002; Ushijima et al., 2003) y la proteína PhSB1 candidata a factor RI (Sims y Ordanic, 
2001) en el modelo de Luu et al. (2000, 2001) puede abrir nuevas expectativas en este 
sentido.  
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8. DISCUSIÓN GENERAL 
 
Identificación molecular y relaciones de similitud en variedades y patrones de cerezo 
 
La utilización de marcadores moleculares tipo microsatélite se está consolidando 
como uno de los métodos mas apropiados para llevar a cabo estudios de identificación de 
genotipos y similitud genética en numerosas especies vegetales (Gupta y Varshney, 2000) 
incluidas las especies frutales (Wünsch y Hormaza, 2002a). En este trabajo, el uso de una 
batería de microsatélites desarrollados en melocotonero (Aranzana et al., 2002; Cipriani et 
al., 1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000) ha permitido establecer la identidad 
del genotipo de 104 variedades y 17 patrones de cerezo pertenecientes a distintas especies 
e híbridos interespecíficos, independientemente de la época del año o del ciclo fenológico 
del árbol. La utilización de secuencias de microsatélites desarrollados en una especie 
diferente para llevar a cabo la identificación de variedades de cerezo abre la posibilidad de 
utilizar un gran número adicional de microsatélites que continúan desarrollándose en 
melocotonero (Aranzana et al., 2002; Dirlewanger et al., 2002) para llevar a cabo la 
identificación varietal en cerezo y otras especies del género Prunus (Hormaza, 2002; 
Serrano et al., 2002). Aunque algunas secuencias se han desarrollado recientemente en 
cerezo (Downey y Iezzoni, 2000; Cantini et al., 2001), la transportabilidad de los 
microsatélites entre especies cercanas reduce la necesidad de identificar estas secuencias 
en cada especie del género, lo que va a permitir eliminar uno de los principales limitantes 
para una utilización más generalizada de este tipo de marcadores.  
 
La similitud genética entre las variedades analizadas obtenida a partir de los datos 
moleculares del análisis con microsatélites, agrupa a estas de acuerdo con su origen 
geográfico. Así, las variedades antiguas y parentales de programas de mejora analizadas de 
la colección del SIA (Zaragoza) se agrupan en variedades originarias del sur de Europa y 
variedades originarias de Centro Europa y Norteamérica, lo que se explica teniendo en 
cuenta que las variedades del centro y norte de Europa son las que fueron introducidas en  
Norteamérica, y han supuesto la base de los programas de mejora en EEUU y Canadá. 
Asimismo, las variedades locales del Valle del Jerte analizadas se diferencian claramente 
del resto de variedades introducidas en esa zona con posterioridad, y de las variedades que 
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son producto del cruzamiento entre variedades locales y foráneas. La posibilidad de 
diferenciar de una manera fiable y objetiva las variedades tradicionales del Valle del Jerte, 
permitirá conservar y manejar con eficacia un germoplasma de gran interés por su calidad 
de fruto y maduración tardía. 
 
Por otra parte, el estudio de la variabilidad y similitud genética entre los diferentes 
genotipos analizados indica que el cerezo presenta una variabilidad similar a otras especies 
de Prunus, como el melocotonero (Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000), que, sin 
embargo, son fundamentalmente autógamas. Esta situación podría se puede explicar por la 
estrecha base genética de los genotipos cultivados de cerezo, que se hace evidente por el 
hecho de la limitada variabilidad de los caracteres de potencial interés económico en esta 
especie (Iezzoni et al., 1990) y porque que todas las variedades autocompatibles cultivadas 
o utilizadas en programas de mejora actualmente provienen de la misma variedad, ‘Stella’ 
(Lapins, 1975). La posibilidad de estudiar la diversidad genética entre las distintas 
variedades, patrones y poblaciones mediante el uso de microsatélites beneficiará a los 
programas de mejora ayudando a tomar decisiones tanto respecto a los genotipos 
parentales para los cruzamientos como al manejo de las colecciones de germoplasma 
permitiendo maximizar la diversidad a conservar. En cerezo, esta aproximación es cada 
vez más importante para mantener la variabilidad existente en el material silvestre en 
peligro de extinción que se encuentra esparcido por muchas zonas de Europa y algunos 
países asiáticos. Los microsatélites parecen una herramienta adecuada para abordar estos 
objetivos, y sería de interés ampliar este tipo de estudios a las áreas donde es necesario 
conservar variedades o genotipos de interés antes de que desaparezcan.  
 
 
Caracterización molecular de genotipos S, nuevos alelos de incompatibilidad y 
autocompatibilidad en cerezo 
 
El desarrollo de un método de identificación de alelos S mediante PCR en cerezo 
agiliza el proceso realizado tradicionalmente mediante cruzamientos controlados y 
complementa otros métodos como el análisis de ribonucleasas estilares (Bošković y 
Tobutt, 2001) que necesita de la utilización de material estilar solamente disponible 
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durante la floración en primavera y en árboles adultos. La ventaja principal del método 
desarrollado, basado en cebadores complementarios a las zonas conservadas de las 
ribonucleasas S de cerezo, es que en una reacción se pueden identificar un gran número de 
alelos y todos los alelos de un mismo genotipo, y simultáneamente, se pueden identificar 
nuevos alelos. En los métodos de PCR basados en cebadores alelo-específicos (Sonneveld 
et al., 2001) es necesario llevar a cabo una reacción de PCR para cada alelo, lo que 
multiplica el número de reacciones por genotipo por el número de alelos posibles. Además, 
la utilización de cebadores alelo-específicos disminuye considerablemente la probabilidad 
de identificar nuevos alelos. Sin embargo, el uso de enzimas de restricción para diferenciar 
alelos después de la amplificación con cebadores de las zonas conservadas, lo que ha sido 
denominado PCR-RFLP (Yamane et al., 2001), puede ser de gran utilidad para 
complementar el método propuesto de identificación de alelos S mediante PCR con 
cebadores conservados.  
 
En este trabajo, la utilización del método desarrollado en las colecciones de cerezo 
analizadas ha permitido establecer la constitución alélica S de 90 variedades estudiadas, 
entre las que se encuentran algunas variedades de gran interés comercial como son 
‘Brooks’ o Marvin 4-70’, cuyo genotipo S no había sido descrito previamente. Además, se 
han identificado al menos 6 nuevos alelos de incompatibilidad de los cuales 3 han sido 
clonados y secuenciados, corroborando su identidad como ribonucleasas S. Estos alelos 
han sido denominados S23, S24 y S25 y están presentes en las variedades Vittoria, Pico 
Colorado y Taleguera Brillante respectivamente. 
 
A pesar de la utilidad y aplicabilidad del método desarrollado, los cruzamientos 
controlados o la observación al microscopio de estos siguen siendo métodos precisos para 
establecer las relaciones de incompatibilidad entre variedades de cerezo, ya que son estos 
los que observan el resultado de la reacción de incompatibilidad entre genotipos. La 
identificación de alelos S mediante PCR, sin embargo, puede ser utilizada para otras 
aplicaciones como la identificación de los alelos de incompatibilidad en descendencias y 
los consiguientes estudios genéticos, como ha sido llevado a cabo en este trabajo para las 
descendencias del estudio de ‘Cristobalina’, o la selección precoz de un alelo S concreto, 
como el alelo S4 en descendencias de la variedad Stella que es el que aporta la 
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autocompatibilidad. Además, la identificación de alelos S mediante PCR puede ser 
utilizado como un carácter adicional a la identificación de genotipos utilizando 
microsatélites dado que, de hecho, son alelos de un mismo locus S, y por lo tanto, su 
herencia es mendeliana y presentan una alta reproducibilidad. En cualquier caso, el 
creciente número de alelos de incompatibilidad descritos debe conducir a un consenso 
entre los grupos que trabajan en este área para establecer unos criterios comunes que 
permitan distinguir inequívocamente los alelos. A medio plazo, una vez que los nuevos 
alelos han sido identificados mediante la metodología descrita en este trabajo, la distinción 
inequívoca debería estar basada en la comparación de secuencias de ADN. 
 
En este sentido, la comparación de las secuencias obtenidas de las ribonucleasas 
S23, S24, S25 y S12, con las secuencias de otras 6 ribonucleasas de cerezo previamente 
descritas (Tao et al., 1999; Sonneveld et al., 2001) y otras ribonucleasas del género Prunus 
ha permitido corroborar que la similitud interespecífica entre estas secuencias es a menudo 
mayor que la similitud intraespecífica lo que apoya la hipótesis de que la divergencia 
alélica de este gen fue anterior a la especiación (Ishimizu et al., 1998; Ushijima et al., 
1998a). Sin embargo, las cuatro secuencias obtenidas en este trabajo son más similares a 
algunas de las secuencias de cerezo previamente descritas que a las secuencias de otras 
especies del género, lo que es esperado puesto que la evolución de las secuencias continúa 
tras la especiación.  
 
En este trabajo se han caracterizado por primera vez en una especie del género 
Prunus las regiones flanqueantes 5’ de las ribonucleasas S identificadas. Dicha 
caracterización ha revelado que, con excepción de la caja TATA, en estas no se encuentra 
conservado ninguno de los motivos descritos y que se cree juegan un papel en la 
regulación de la expresión de las ribonucleasas S en las Solanáceas (Kaufmann et al., 1991; 
Ficker et al., 1998). Por otra parte, su comparación con las secuencias flanqueantes 5’ de 
peral Japonés ha corroborado la poca similitud existente entre las secuencias de ambas 
subfamilias (Prunoideas y Maloideas) de las Rosáceas y su diferenciación filogenética (Ma 
y Oliveira, 2002; Ushijima et al., 1998a). Por otra parte, la comparación de las secuencias 
de aminoácidos, derivadas de las secuencias de ADN, de las ribonucleasas S6 y S24, 
muestra que sólo difieren en los residuos situados entre las regiones conservadas C1 y C2. 
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La comprobación de que esta zona variable, denominada HV1 en las Solanáceas, puede 
tener una función en la especificidad alélica de las ribonucleasas S de las Rosáceas puede 
ser de gran interés para profundizar en el estudio de la interacción polen-pistilo en la 
reacción de incompatibilidad en esta familia.  
 
 El estudio de la variedad autocompatible ‘Cristobalina’ ha proporcionado un 
acercamiento preliminar al conocimiento de las causas que pueden explicar dicho 
comportamiento. Los resultados obtenidos se pueden resumir en dos conclusiones 
principales; por un lado, que la mutación que confiere el carácter de autocompatibilidad a  
esta variedad radica en el polen y no en el estilo y, por otro, que afecta a los dos alelos 
presentes en el polen. La identificación de mutantes específicos del polen en las Rosáceas 
había sido descrita por Lewis y Crowe en 1954, después de la irradiación con rayos X. Más 
recientemente, una mutación similar ha sido descrita para uno de los haplotipos de una 
población natural de Petunia axillaris (Tsukamoto et al. 2003). La dificultad de analizar 
este tipo de mutaciones radica en que aún no se conoce con exactitud el funcionamiento 
del factor S del polen. Así, varias hipótesis han intentado explicar este comportamiento 
que, puede estar causado por duplicaciones de todo el locus S (Brewaker y Natarajan 1960; 
Golz et al., 1999) o solamente por la duplicación de parte de él (Pandey, 1965, Thompson 
et al., 1991), por una mutación del propio factor S del polen (Lewis, 1961) o por un locus 
modificador no relacionado con el locus S (Thompson et al., 1991). En todo caso, las 
mutaciones que producen la falta de funcionalidad del factor S del polen convierte a estos 
genotipos en una herramienta natural muy útil para estudiar la interacción entre los factores 
S del polen y del estilo. Los resultados obtenidos en ‘Cristobalina’ parecen indicar que un 
factor distinto al locus S podría estar implicado en la reacción de incompatibilidad, lo que 
supondría el primer caso conocido en Rosáceas. Sin embargo, futuros estudios son 
necesarios para corroborar esta hipótesis.  
 
 En resumen, en este trabajo se ha aplicado una metodología molecular tanto para la 
identificación de genotipos y estudios de similitud como para analizar la incompatibilidad 
en variedades de cerezo. Ambos métodos se han desarrollado en la colección de cerezos 
del SIA de Zaragoza y han sido aplicados en la colección de cerezos locales del Valle del 
Jerte. La identificación de genotipos y los estudios de similitud están basados en el 
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polimorfismo de los microsatélites y se han utilizado secuencias desarrolladas en 
melocotonero. El uso de microsatélites en la identificación varietal ha permitido establecer 
los perfiles de los genotipos de las diferentes variedades y analizar la similitud genética 
entre estos, representando este trabajo uno de los primeros análisis en profundidad del 
germoplasma y la diversidad genética de cerezo. Los estudios de incompatibilidad están 
basados en la variabilidad alélica de las secuencias genómicas de las ribonucleasas S 
utilizándose secuencias conservadas de estas. La aplicación de un método de identificación 
alélica S mediante PCR ha permitido complementar la identificación genotípica, conocer la 
constitución del locus S de variedades de gran interés comercial e identificar nuevos alelos 
que han sido clonados y secuenciados. Estas secuencias genómicas y su comparación con 
otras secuencias de ribonucleasas S han permitido avanzar en el conocimiento de la 
variabilidad y la relación interespecífica de las ribonucleasas del género Prunus. Asimismo 
la aplicación de estas dos metodologías en las variedades locales de cerezo del Valle del 
Jerte ha permitido establecer la diversidad y las relaciones de incompatibilidad entre estas 
variedades locales, lo que permite diseñar una estrategia de conservación y manejo de un 
germoplasma de gran interés por su diferenciación, ante la constante introducción de 
variedades más productivas. Por último, el estudio de la variedad autocompatible 
‘Cristobalina’, ha desvelado la existencia de un mutante natural del polen para ambos 
alelos de incompatibilidad, lo que supone que esta variedad sea una herramienta muy 
valiosa para el estudio de la autoincompatibilidad gametofítica y la identificación de la 





1. Los marcadores moleculares de ADN tipo microsatélite son una herramienta muy 
adecuada para la identificación de variedades y patrones de cerezo debido al gran 
polimorfismo que revelan, su codominancia, su buena reproducibilidad  y porque 
permiten identificar los diferentes genotipos en cualquier época del año y en 
cualquier estado del desarrollo del árbol. 
 
2. La posibilidad de utilizar secuencias de microsatélites en especies relacionadas 
permite utilizar un gran numero de microsatélites recientemente desarrollados en 
melocotonero para estudiar otras especies de Prunus, como el cerezo, sin necesidad 
de identificar nuevos microsatélites en cada especie del género. No obstante, la 
conservación y el polimorfismo de los microsatélites disminuye cuando la distancia 
genética entre especies aumenta.  
 
3. El uso de los datos moleculares obtenidos a partir de los microsatélites permite 
estimar la similitud genética entre genotipos. En cerezo, la similitud genética entre 
genotipos está correlacionada con su origen geográfico y el movimiento del 
material vegetal de esta especie.  
 
4. Los cebadores desarrollados a partir de las zonas conservadas de las secuencias de 
ADN de las ribonucleasas estilares S permiten identificar y analizar la constitución 
alélica S de genotipos de cerezo, mediante PCR. Este método presenta ventajas 
frente a otros métodos moleculares y bioquímicos de identificación de la 
constitución alélica S ya que no necesita la utilización de tejido estilar y se pueden 
identificar un gran número de alelos S y todos los alelos S de un genotipo en la 
misma reacción de PCR.  
 
5. El uso de cebadores conservados en la reacción de PCR para la identificación de la 
constitución alélica S en variedades cuyo genotipo no ha sido todavía descrito 




6. La secuenciación del ADN genómico, incluyendo la región 5’, de las ribonucleasas 
de cuatro alelos de cerezo confirma que las características estructurales de las 
ribonucleasas S de las Rosáceas están conservadas en la familia. 
 
7. Aunque para algunas secuencias de ribonucleasas S de Prunus la divergencia 
alélica es anterior a la especiación dentro del genero, en los alelos identificados en 
este trabajo la variabilidad intraespecífica es menor que la variabilidad 
interespecífica lo que sugiere que en ellos la divergencia puede haber sido posterior 
a la especiación. 
 
8.  La variabilidad molecular de dos ribonucleasas S (S6 y S24) de gran similitud reside 
exclusivamente en una zona variable HV1 entre las zonas conservadas C1 y C2. La 
confirmación de que estas variaciones son suficientes para discriminar entre polen 
con los dos alelos correspondientes indicaría que la especificidad alélica de las 
ribonucleasas S puede residir en la zona HV1. 
 
9. La zona promotora que se encuentra en la región 5’ de las secuencias de ADN de 
las ribonucleasas de cerezo solamente tiene conservado un dominio caja TATA y 
no contiene ningún dominio similar a los que se cree juegan un papel en la 
expresión de las ribonucleasas S en las Solanaceas.   
 
10. La caja TATA en cerezo se encuentra más cerca del codón de iniciación de la 
transcripcion que en peral y manzano, lo que parece indicar que la zona no 
traducida de las ribonucleasas S de las Prunoideas es más corta que en las 
Maloideas.  
 
11. La poca similitud entre las secuencias 5’ de cerezo y peral Japonés confirma la 
diferenciación filogenética que ha sido descrita entre las ribonucleasas de las 
Prunoideas y Maloideas que forman dos clades bien diferenciados. 
 
12. La variedad de cerezo ‘Cristobalina’ debe el carácter de autocompatibilidad a una 
mutación que afecta a la funcionalidad de los dos alelos S del polen y no del estilo. 
Conclusiones 
109 
Este genotipo constituye por lo tanto una herramienta muy interesante para el 
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PURIFICACIÓN DE ADN DE GELES DE AGAROSA UTILIZANDO  
COLUMNAS ‘ULTRAFREE-DA’ (MILLIPORE) 
 
Identificar el fragmento de interés mediante electroforesis en un gel de agarosa 
en 1X TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 0,1 mM Na2 EDTA). Cortar el fragmento de interés 
del gel y colocarlo en la parte superior de la columna o ‘Gel Nebulizer’. Centrifugar la 
columna a 5.000 g durante 10 minutos y desechar el ‘Gel Nebulizer’ y el filtro 
‘Ultrafree-MC’. Precipitar el ADN en 1/10 v de acetato de sodio 3M y 2,5 v de etanol 
frío, lavar con etanol al 70%, secar a temperatura ambiente y resuspender en MTE. 






CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DE PCR UTILIZANDO EL PLÁSMIDO 
‘pGEM-T EASY’ (PROMEGA) 
 
1. Purificación de fragmentos de PCR 
 Seleccionar, purificar y cuantificar el fragmento de ADN de interés siguiendo el 
protocolo descrito en el Anexo 1. 
 
2. Ligación del fragmento de ADN al plásmido ‘pGEM-T Easy’ 
 Estimar la cantidad necesaria de fragmento de ADN (inserto), en función de la 
concentración y el tamaño de este, para llevar a cabo la ligación al plásmido (vector) en 
una proporción 3/1 (inserto/vector) utilizando la siguiente fórmula: 
 




Ligar el inserto y el vector en 10 µl de volumen total combinando los siguientes 
componentes: 
1 µl  Tampón de ligación (10X) 
1 µl  Vector ‘pGEM-T Easy’ 
 1 µl  T4 ADN Ligasa 
 X µl Inserto, fragmento de ADN purificado  
 X µl  Agua estéril hasta completar 10 µl  
 
Incubar a 4˚C durante una noche. Purificar mediante una extracción con butanol, 
mezclar 10 µl de ligación con 40 µl de agua estéril y 500 µl de 1-Butanol. Centrifugar 
durante 15 min. a 14.000 rpm, a una temperatura de 4˚C y decantar el sobrenadante, 
secar el precipitado y resuspender en 4 µl de agua. 
 
3. Transformación por electroporación 
 Mezclar 2 µl de ligación en 40 µl de células de E.coli competentes, incubar 30 
seg. en hielo y aplicar descarga de electroporación, añadir 960 µl de medio 2YT1 líquido 
e incubar en agitación a 37˚C durante 1 hr.  
 
4. Siembra en placas 
 Después de la incubación, sembrar las células transformadas de cada muestra en  
tres placas de Petri con 20 ml de medio LB2 sólido, 20 µl  ampicilina (100 mg/ml),  4 µl 
de IPTG (0,84 M) y 40 µl de X-GAL (20 mg/ml) cada una. Incubar las placas a 37˚C 
durante una noche y seleccionar las colonias transformadas. Repicar las colonias 
transformadas en placas Petri con el mismo medio, cultivarlas a 37˚C durante una noche 
y conservarlas a 4˚C. 
 
 
1: Medio 2YT: En 900 ml de agua destilada añadir 16 gr de bacto-triptona, 10 gr de 
extracto de levadura y 5 gr de NaCl; ajustar el volumen a 1 l con agua destilada y el pH 
a 7,0. 
2: Medio LB (Luria-Bertani): En 950 ml de agua destilada añadir 10 gr de bacto-
triptona, 5 gr de extracto de levadura y 10 gr de NaCl; ajustar volumen a 1 l con agua 





PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS UTILIZANDO COLUMNAS ‘PLASMID 
MINI KIT’ (QIAGEN) 
 
1. Cultivo de colonias transformadas 
 Cultivar las colonias transformadas en agitación a 37˚C durante 12-16 hr. en 
tubos con 3 ml de medio LB líquido y 6 µl de ampicilina (50 mg/ml). 
 
2. Purificación de plásmidos 
 Transferir el cultivo a un tubo Eppendorf  de 1,5 ml y centrifugar el cultivo 2 
veces, durante 2 min., a 4˚C y 5.000 rpm. Decantar todo el sobrenadante y resuspender 
las células en 0,3 ml de tampón P1 (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg/ml 
RNasa A). Añadir 0,3 ml de tampón P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), mezclar 
suavemente de 4 a 6 veces por inversión e incubar a temperatura ambiente durante 5 
min. Añadir 0,3 ml de tampón P3 (3 M acetato potásico, pH 8,5) frío, mezclar 
suavemente por inversión de 4 a 6 veces e incubar 5 minutos en hielo. Mezclar otra vez, 
centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min y recuperar el sobrenadante con rapidez. 
Mientras tanto, equilibrar la columna añadiendo 1 ml de tampón QBT (750 mM NaCl; 
50 mM MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol; 0,15% Triton X-100) y esperar hasta que se 
vacíe por gravedad; entonces añadir el sobrenadante a la columna y dejarlo filtrar. Lavar 
la columna 4 veces con 1 ml de tampón QC (1,0 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15% 
isopropanol) y llevar a cabo la extracción de los plásmidos (‘elution’) añadiendo 0,8 ml 
de tampón QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15% isopropanol), dejándolo 
filtrar por gravedad y recogiendo el filtrado. Finalmente, precipitar el ADN con 0,7 v de 
isopropanol a temperatura ambiente, centrifugar a 10.000 rpm durante 30 min. y 
decantar el sobrenadante. Lavar el precipitado 2 veces en 1 ml de etanol al 70% y 
recuperar el precipitado después de centrifugar durante 10 min a 10.000 rpm. Secar el 
precipitado durante 5 min. a temperatura ambiente y resuspender en 20 µl de TE (100 
mM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM EDTA). Cuantificar la concentración del plásmido en un gel 







AISLADO DE SECUENCIAS GENÓMICAS ADYACENTES A UNA 
SECUENCIA DE ADN CONOCIDA UTILIZANDO EL ‘UNIVERSAL GENOME 
WALKER KIT’ (BD BIOSCIENCES CLONOTECH) 
 
 
1. Digestión de ADN genómico 
 Digerir cada muestra de ADN genómico con 4 enzimas de restricción (DraI, 
EcoRV, PvuII, StuI), utilizar la muestra de ADN humano suministrado como control 
positivo con la enzima PvuII. Para cada reacción de digestión combinar los siguientes 
componentes: 
 25 µl ADN genómico (100 ng/µl) 
   8 µl Enzima de restricción (10 U/µl) 
 10 µl Tampón de la enzima de restricción (10X) 
 57 µl  Agua desionizada 
 
Mezclar los componentes, incubar 2 hr. a 37 ˚C, mezclar durante 10 seg y volver a 
incubar a 37 ˚C de 16 a 18 hr. Comprobar que se ha completado la digestión mediante la 
electroforesis de 5 µl de reacción de digestión en un gel de agarosa al 0,5% y tinción 
con bromuro de etidio. 
 
2. Purificación del ADN digerido 
 Añadir a cada reacción de digestión 95 µl (1 v) de fenol, mezclar, centrifugar 
brevemente para separar la fase acuosa de la fase orgánica. Recuperar la fase superior 
(acuosa) y añadir 95 µl (1 v) de cloroformo, mezclar, centrifugar brevemente para 
separar la fase acuosa de la fase orgánica. Recuperar la fase superior (acuosa) y 
precipitar el ADN en 2 v (190 µl) de etanol al 95 % frío y 1/10 v (9,5 µl) de 3 M NaOAc 
(pH 4,5). Mezclar, centrifugar a 15.000 rpm durante 10 min., decantar el sobrenadante y 
lavar el precipitado en 100 µl de etanol al 80 %. Centrifugar a 15.000 rpm durante 5 
min., decantar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente. Disolver 
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el ADN en 20 µl de TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA; pH 7,5). Finalmente, cuantificar 1 
µl del ADN digerido y purificado en un gel de agarosa al 0,5 % y tinción con bromuro 
de etidio. 
 
3. Ligación de adaptadores  
Ligar adaptadores a cada ADN digerido y al control positivo (5 reacciones de 
ligación por muestra de ADN). Para cada reacción de ligación combinar los siguientes 
componentes: 
 4,0 µl ADN digerido y purificado 
 1,9 µl Adaptadores (25 µM) 
 1,6 µl Tampón de ligación (10X) 
0,5 µl ADN Ligasa T4 (6 U/µl) 
 
Incubar durante una noche a 16 ˚C. Para detener la ligación, incubar 5 min. a 70 ˚C y 
añadir 72 µl de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH 7,4) a cada reacción. Mezclar 
durante 15 seg. 
 
 
4. Reacciones de PCR para la amplificación de fragmentos adyacentes 
  
4.1. Diseño de cebadores  
 Diseñar 2 cebadores (GSP1 y GSP2) para cada secuencia de ADN conocido y 
para cada extremo de la secuencia cuyos fragmentos adyacentes se quieren identificar. 
Se utiliza GSP1 en la primera reacción de PCR y GSP2 en una segunda reacción de 
PCR (‘nested PCR’). Los cebadores deben estar orientados hacia fuera del fragmento de 
ADN, deben tener de 26 a 30 nucleótidos con un contenido de GCs del 40 al 60%,  no 
deben solapar y GSP2 tiene que estar localizado más allá del extremo 3’ de GSP1, es 
decir, más arriba que GSP1 para aislar el fragmento adyacente al extremo 5’ y más 
abajo que GSP1 para aislar el fragmento adyacente al extremo 3’. Además, deben estar 






4.2 Primera PCR 
 Para cada muestra de ADN conocido y para cada extremo cuyo ADN se quiere 
identificar, llevar a cabo 8 reacciones de PCR (1 reacción por cada enzima de 
restricción utilizada, 2 controles positivos y 2 controles negativos), combinando los 
siguientes componentes: 
  
37,8 µl  Agua desionizada 
  5,0 µl  Tampón de PCR Tth  (10X) 
  1,0 µl  dNTPs (10 mM cada uno) 
  2,2 µl  Mg(OAc)2 (25 mM) 
  1,0 µl  Cebador AP1 (10 µM) (complementario a adaptador) 
  1,0 µl  ‘Advantage Genomic Polymerase Mix’ (50X) 
  1,0 µl  Cebador GSP1 (10 µM) en las 4 reacciones con el ADN digerido y en 
uno de los controles negativos, y el cebador PCP1 (10 µM) en los dos 
controles positivos y en el otro control negativo 
  1,0 µl  ADN digerido y ligado con cada enzima de restricción, el ADN humano 
digerido y ligado en un control positivo y agua en el otro control positivo 
y los dos controles negativos. 
 
Poner una gota de aceite mineral sobre las reacciones y comenzar una reacción de PCR 
en un termociclador ‘GeneAmp PCR System 9600’ (PE biosystems) siguiendo el 
protocolo siguiente: 
 
7 ciclos: 94˚C durante 2 seg. 
  72˚C durante 3 min. 
32 ciclos: 94˚C durante 2 seg. 
  67˚C durante 3 min. 
1 ciclo: 67˚C durante 4 min. 
 
Analizar los fragmentos de PCR mediante la electroforesis de 8 µl de cada reacción de 
PCR en un gel de agarosa al 1,5% y tinción con bromuro de etidio. 
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4.3 Segunda PCR (‘Nested PCR’) 
Si se ha obtenido la amplificación de fragmentos en las muestras de ADN ligado 
en la reacción de PCR anterior, diluir 1 µl de la primera reacción de PCR en 49 µl de 
agua desionizada y llevar a cabo la segunda reacción de PCR constituida por los 
mismos componentes que la primera reacción de PCR a excepción de que se utiliza el 
cebador AP2 en lugar de AP1, el cebador GSP2 en lugar de GSP1, el cebador PCP2 en 
lugar de PCP1 en los controles y 1 µl de la primera reacción de PCR diluida en lugar de 
el ADN ligado, utilizando el siguiente programa de PCR: 
 
5 ciclos: 94˚C durante 2 seg. 
  72˚C durante 3 min. 
20 ciclos: 94˚C durante 2 seg. 
  67˚C durante 3 min. 
1 ciclo: 67˚C durante 4 min. 
 
Analizar los fragmentos de PCR mediante electroforesis de 5 µl de cada reacción de 
PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Si se han obtenido los fragmentos de interés se 
procede a hacer una electroforesis con todo el contenido de la reacción de PCR para 























LOCUS       bankit532527            3160 bp    DNA     linear   PLN 20-MAR-2003 
DEFINITION  Prunus avium gene for S12-RNase, genomic sequence. 
ACCESSION   ; 
KEYWORDS    . 
SOURCE      sweet cherry. 
  ORGANISM  Prunus avium 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; 
            Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 3160) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Cloning and characterization of genomic DNA sequences of 
            self-incompatibility alleles from sweet cherry 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 3160) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra. 
            Montañana 930, Zaragoza 50016, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..3160 
                     /organism="Prunus avium" 
                     /cultivar="Ferrovia" 
                     /db_xref="taxon:42229" 
     gene            722..3026 
                     /gene="S-RNase" 
                     /allele="S12" 
     CDS             join(722..803,1060..1247,2610..3026) 
                     /gene="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="S12-RNase" 
                     /translation="MGMLKSSLAFLVLAFAFFLCFIMSAGDGSYDYFQFVQQWPPTNC 
                     RVRIKRPCSNPRPLQYSTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGLKFEAKKLSPEMQTKLKKSW 
                     PDVESGNDTKFWEGEWNKHGKCSEQTLNQMQYFERSFAMWKSYNITEILKNASIVPHP 
                     TQTWKYSDIASPIKAVTKTTPLLRCKRDHPNKPELLHEVVLCLDYNGLIQIDCNRTAG 
                     CRNQQAISFQ" 
BASE COUNT      988 a    635 c    510 g   1026 t      1 others 
ORIGIN       
        1 tacagcgatt tttagcaata agtgattttc tcgtagttta ccaancgggt tgggcttccc 
       61 caaaattttt agaaaatcgc ttatcacccc caaataagca ataccaaacg agcacttagc 
      121 atggtttcat atgattatga tcatagaagg ttctaggctt ctagctatta aatcatcaaa 
      181 ttgtactaga tttactagga aacgtcaaca atagaaacct tcaaatggtc gctttctttt 
      241 tattttattt tattttttat tgttgactta gtttacgaaa gcgttcagct aaaggtgcta 
      301 gtggcttctt tgggtttcct tttttgttta tttgttaagt ggcttccttg tgttatatat 
      361 atatagttat tatcttatct gaatgtccgc atgttattat catgcggatg ccattgtaaa 
      421 catgcaagaa agcagatagg ggtagtacaa aatacatggt gtccacatga taataacgtc 
      481 tggatgtccg cataagaaca atggttttat gatgattttt tttgtttata cttgagaaac 
      541 ttgtgggaaa aggtagccaa agttggatgt acctttctta caatttataa gtgagagatt 
      601 aattgcgaca ggaccgtaca ccccatgcaa cctcctatat aagcagccaa caaaatgaat 
      661 cttagctgag aaagactctc ttattctgct gtatttcttg ttgctttagt attctctaag 
      721 tatggggatg ctgaaatcgt cactcgcttt ccttgttctt gcttttgctt tcttcttgtg 
      781 tttcatcatg agcgctggcg atggtgagtt gcgttacaat cttttgctct atatatcctc 
      841 tatgcatata atcagcattg cgtttttcta cttgtatttt ttgttcagag aaactattgt 
      901 gtatgttcga tgatatatca catgacatgc ggtgtattga cttcacccac atatttttga 
      961 tttaataatc taacgcacaa ctttctttgg ataagtaagt attgggaatt gcttttctgc 
     1021 atgtcctctt tttattttca tcctcttttt acttggcagg atcttacgac tattttcaat 
     1081 ttgtgcaaca atggccaccg accaactgca gagttcgcat caagcgacct tgctccaacc 
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     1141 cccggccatt acaatattcc accatccatg gcctatggcc aagtaattat tcaaacccaa 
     1201 cgaagcccag taattgcaat gggttgaaat ttgaggcaaa gaaattggta agtactaatt 
     1261 acttcgtttt aggttatttt ttattatagg gattttaggt taatttggaa caatgacctc 
     1321 tgaatttatt gcgagttaca ttttattctc tcaactcaat ttttaagttc tctcattaaa 
     1381 aatgaaaccc tcaatttata gtccatgtag tcctttaaaa taaaaactaa agaaccaaaa 
     1441 aacaaaacat taaataaagt aaaaagcaat gggaaaacat tattctctca accccaactg 
     1501 gcggacctag tagcttttct tttgggggga gtagtaccat aatttcaagg ttatatatat 
     1561 ttatatttaa actgatattg tagcagctgc ttaagagtaa tggttttttc atggagcttg 
     1621 gggccatggc cattgcaggt atgtatgtgg ctccgccccc taagccacta caaacattca 
     1681 cacctccact gcaaacttgc acctcctccg tctagctttt acctcgagca accccactca 
     1741 cccacaacct tttttcctac acctgccaaa gtgtaaccaa gtcaagctcg tcgaagaagt 
     1801 cgtcaccagt acctctgtca cctcccaagc ccacaaacac cgcaatctct aatctcccac 
     1861 cctccccagc catgaaacca ccctcaccct ccctcaccgc tcatgaaacg caccaccaaa 
     1921 cccacaccct ctcctcaaag tctctgattc ccaatcaccc ctcactcttg ttttcagttt 
     1981 tttgtttgtt tgttatgttt tatttttaaa ttttttgaag gactacatca actaaaacga 
     2041 gttgacgaac taaaatttaa ctcgttaata agttcaggaa ccatctatcc aaacaagcca 
     2101 ttaattttta aagatgtgag gtgaaattct taatttaacc ctaagattaa cagaaaaatt 
     2161 agaagtgacg aaaactaaac gtacaacaca tgatcgagtt aaaggcattt aggaactaaa 
     2221 aaaaaattat gggactaaaa tataattcgc ggacaagttc atagatcatt tactccaaat 
     2281 tgaccttcat tttattttca tagtctctag cattttatta acataatata cttttttcaa 
     2341 taaaccttgg gtattatata aaattctgat gctggtccta tagttaggca tatattgttt 
     2401 tgaatttata caaaagtata attaagggac ctatattgta tacaataaaa tgaccacaat 
     2461 taaaattaaa tttaatactc agtttaattg aagaaaacaa tcttgtccaa gaatgaaaat 
     2521 ccagctaacc cttacatttt gacccaaaaa aaaaaatact tacgttttac tttttctcaa 
     2581 aatatgtata tattgcttgg gtgtctcagt cccctgaaat gcaaaccaaa ctgaagaaat 
     2641 cttggccgga cgtggaaagt ggcaatgata caaaattttg ggaaggcgaa tggaacaaac 
     2701 atggtaaatg ttccgaacag acactaaacc aaatgcaata cttcgagcga tccttcgcaa 
     2761 tgtggaagtc atacaatatt acagagatcc ttaaaaacgc ttcaatcgta ccacatccga 
     2821 cacaaacatg gaagtactcg gacatagcat cacccattaa agcagtaact aaaacaacac 
     2881 cgctccttcg ttgcaaacgt gatcacccta ataagcctga gttgctacat gaagtggtac 
     2941 tttgtttgga ttataatggg ctgatacaga ttgactgtaa tcgaacagca ggatgccgaa 
     3001 atcaacaagc catctcgttt caatgaaact attttcgaag tcataataaa gtagtatggt 
     3061 tttagtacca gtgtaataac acaaaatgaa tggcacctaa agtttgcgaa tttttttttt 













LOCUS       bankit523476            1464 bp    DNA     linear   PLN 20-MAR-2003 
DEFINITION  Prunus avium gene for S24-RNase, genomic sequence. 
ACCESSION   ; 
KEYWORDS    . 
SOURCE      sweet cherry. 
  ORGANISM  Prunus avium 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; 
            Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1464) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Cloning and characterization of genomic DNA sequences of 
            self-incompatibility alleles from sweet cherry 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1464) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra. 
            Montañana 930, Zaragoza 50016, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1464 
                     /organism="Prunus avium" 
                     /cultivar="Pico Colorado" 
                     /db_xref="taxon:42229" 
     gene            282..1464 
                     /gene="S-RNase" 
                     /allele="S24" 
     CDS             join(282..357,697..878,1054..1464) 
                     /gene="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="S24-RNase" 
                     /translation="MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPATCIR 
                     SNKPCSKHRPLQIFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQLRSKLQTSWPDVE 
                     SGNDTKFWESEWNKHGTCSKETLNQMQYFERSYAMXMSYNITEILKNASIVPHPTQTW 
                     KYSDIVAPIKAATKRTPLLRCKQDKNTVLLHEVXFCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPA 
                     ISFQ" 
BASE COUNT      427 a    288 c    247 g    500 t      2 others 
ORIGIN       
        1 tgttctattc ttttttcttt aatcttttga ctatgttaaa agaaaacaag ggtttctatg 
       61 atgatttctt tttgtttata catgtatatt tggttcttga gaaacttgtg ggaaaaggta 
      121 accaaagttg gatttacctt tgctcacaat ttctaagtga gagattaatg cgatagtaca 
      181 ccccattcaa cctcctatat aaacagcaaa caaagtgatt cttagctcag aaagcctctc 
      241 ccattctgtt gtatttctta ttgcttgagt attctctaag tatgtcgatg ttgaaatcgt 
      301 cactcgcgtt ccttgttctt gcttttgttt tcttcttgtg tttcattatg agcactggtg 
      361 ggttgcatta ccctcttttt ctcgttatat cctatacgct aattagcatg aattgcattt 
      421 ttctacttct aatgtttaga gaaatatcat gtgtattaga tgatacaggt ggcatgcgct 
      481 gtattgaatc agcccatatt tttcatttga tctatcgcat aactttgttt ggatgagtaa 
      541 ctattttggg aattattttt ctgcatggtt tctttcgttt actctgaaag ttgtaccgat 
      601 aagtgcagta ttcatcattg gaagctaaaa atatgttatt tatacatcac atacttattt 
      661 aagataccat taaccttctc acaataattc tggcaggatc ttatgtctat tttcaatttg 
      721 tgcaacaatg gccaccggcc acctgcatac gtagcaacaa accttgctcc aaacaccggc 
      781 cattacaaat tttcaccatc catggcctat ggccaagtaa ttattcaaac ccgaggatgc 
      841 ccagtaattg cactggaccg caatttaagc gaatattggt atgtattgtt tcattttgtt 
      901 ttccacctac cctttagctt ttagttttta ccaaattaga ttgttagtat gaacatatat 
      961 aatatacttt ttttttataa cattcgtcat ctggttaggc acacacatta ttttgaatat 
     1021 atatctaagt acaaaattgc ttggatgtct cagtcccctc aactgcgatc caaactgcag 
Anexos- GenBank 
136 
     1081 acatcttggc cggacgtgga aagtggcaat gatacaaagt tttgggaaag cgaatggaac 
     1141 aaacatggta catgttccaa agagacactt aaccaaatgc agtacttcga gcgatcctac 
     1201 gcaatgngga tgtcgtacaa tattacagag atccttaaaa acgcttcaat cgtaccacat 
     1261 ccgacacaaa catggaagta ctcggacata gttgcaccca ttaaagcagc aactaaaaga 
     1321 acacccctcc tccgttgcaa acaggacaag aatactgtgt tgttacatga agnggtattt 
     1381 tgttatgaat ataatgcgtt aaagcagatt gactgtaatc gaacatccgg atgccaaaat 













LOCUS       bankit523496            2927 bp    DNA     linear   PLN 20-MAR-2003 
DEFINITION  Prunus avium gene for S25-RNase, genomic sequence. 
ACCESSION   ; 
KEYWORDS    . 
SOURCE      sweet cherry. 
  ORGANISM  Prunus avium 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; 
            Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 2927) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Cloning and characterization of genomic DNA sequences of 
            self-incompatibility alleles from sweet cherry 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 2927) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra. 
            Montañana 930, Zaragoza 50016, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..2927 
                     /organism="Prunus avium" 
                     /cultivar="Taleguera Brillante" 
                     /db_xref="taxon:42229" 
     gene            308..2859 
                     /gene="S-RNase" 
                     /allele="S25" 
     CDS             join(308..383,676..863,2413..2859) 
                     /gene="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="S25-RNase" 
                     /translation="MGMLKSSVAFLVLAFAFFFCYVMSSGSYDYFQFVQQWPPTNCRV 
                     RIKRPCSNPRPLQNFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCAGSEFKERKLSPKLRSKLKRSWPD 
                     VESGNDPRFWEGEWSKHGKCSEQTLNQMQYFQRSHEMWQSFNITEILRNASIVPHPTQ 
                     TWTYSDIVSPIKAVTQTTPLLRCKFPPKSQTKSQPKSQATSQLLHEVVLCYDYDALRL 
                     IDCNRTAGCGNQQAISFQ" 
BASE COUNT      880 a    480 c    499 g   1068 t 
ORIGIN       
        1 aatagtatta ggttttaggt tgttgtcttt ttctgtttat ttattatttt ttctttaatc 
       61 ttttcaattt gttagaaaaa acaagggttt ttattttttc ttcatacatg tatatttggt 
      121 tcttgagaaa cttgtgggaa accaaagttg gacgaccttt gcttacaagc tgtaagtaag 
      181 agattaattg cgacagtacg atccatacaa cctcctatat aataagcagc aaacacagtg 
      241 agtcgtaagt cagaaagcct ctctcattct gttgtatttc ttgttgcttt agtattattc 
      301 tctaagtatg gggatgttga aatcgtcagt cgctttcctt gttcttgctt ttgctttctt 
      361 cttttgttac gttatgagca gtggtgggtt gcattacaat cttttgctct ttatatccta 
      421 tatgcatgta atcagcattg cgtttttcta cttgtatttt ttattcagag aaactattgt 
      481 gtgtgttgga tgacatgcag tgtattgaat tcacccacat atttttcatt taatctaacg 
      541 cacaactttg tttggatgag caagtatttg gtgattgttt ttctgcatgt cctcttttta 
      601 ttttcttaat cttttgttta ttctgataat tgtttgcaat aagtgcagtc ttattcatca 
      661 caataatttt ggcaggatct tatgactatt ttcaatttgt gcaacaatgg ccaccgacca 
      721 actgcagagt tcgcatcaag cgaccttgct ccaatccccg gccattacaa aatttcacca 
      781 tccatggcct gtggccaagt aattattcaa acccaacgat gcccagtaat tgcgcaggat 
      841 ctgaatttaa ggaaaggaaa ttggtacgta ttgtttcttt cttagaaatt agcctgtcat 
      901 ttgaagataa tatacttttt tgaataaaac cttgggtgct agataaaatt ttgatgttgg 
      961 ttccctgttg ggcacattgt tttgataata tatctaaagt gcaaaattaa aaatacattt 
     1021 atatggtctt tatttgagat ggctgataat tgttagggcg tcttttgtct gatttagttt 
     1081 tttttttttt agcatgttag gtttgttgca ctcttgaatt tggtactttg aatgttatgt 
Anexos- GenBank 
138 
     1141 tgatgttttt gttgtattga tgaaggtaat acattgaagt tgctcttttt ttgttgttga 
     1201 gaagttaatg aagttgctct ttgataataa taaaaaagta catttatatt tgtagcttaa 
     1261 cgtatttctc tgcaaggatc tgcttgattt ttattcttca tataacacct catttaaatt 
     1321 tcatctaagg actaaaaatt ctacaacaca tatttataaa atttcattat actttattat 
     1381 tactagcctc cccgcacgcg cttccgcgcc tgtgggagtt cttttttaaa aatatttaaa 
     1441 tttaccttag aattaaaaaa gataatgggt ggttgtgttc cataaaaata agatctatta 
     1501 tttgattttt tttaaatatg aaaaagtgtg aatttaccat attatcctta tttaattaat 
     1561 aatttcaatt cttagggcta gtttggcatt gctgtgctgt aaaaataatc gttgtcatat 
     1621 ttgctgtgag agaaatcagc tgtgagggaa agcagtttgg cgtttggtaa actttttgtt 
     1681 aaaagtgttg ttggtattga tttcctcata atcagaaaat gattgttgca taatcattaa 
     1741 aaccagtgcc tcttcaaaac tgattcctac ataatcagaa aatgaaagca cctcattagc 
     1801 tgctttcctt tatagctttc tctcacagca atttttaata gtaagtgatt ttcttacagt 
     1861 ttaccaaacg ggctggactt cccaaatttt tttttaaaaa tcacttatca ccccaaataa 
     1921 gcaataccaa acgggcacat gtttgcatta accaagggta ttttctagta ttttgaatgt 
     1981 ttcaccattt tctgccttct gctttatata tatagattta tctatttggc atcaattagc 
     2041 tttaaaaata gaaaaatgtg gtaagtctaa catttccctt aaacataata tagcccacct 
     2101 tacgctgcat cagtaaattt gtcattttca tgaacggact tgacagaaaa tcttagaata 
     2161 taagagatta agtgagtcat tttgaagttt atagggtaaa ttgaaaccaa tgtactagaa 
     2221 tatgaaaaaa caatattgta ccaatttagc caaaatgcat ctgcttatct aatcaaaata 
     2281 ttgtaccaat taaaatcgaa attcaaggtt tgatgaagaa aaaaaaacaa ttttatatta 
     2341 aagaatgaaa gtctaactat atcccttagg tttttacttt ttctcaaaat atgtatatat 
     2401 tggatgtctc agtcccccaa attgcgatcc aaactgaaga gatcttggcc tgacgtggag 
     2461 agtggcaatg atccaagatt ttgggaaggc gaatggagca aacacggtaa atgttccgag 
     2521 cagacactta accaaatgca atacttccag cgatcccacg aaatgtggca gtcgttcaat 
     2581 attacagaga tccttagaaa cgcttcaatc gtaccacatc cgacacaaac atggacctac 
     2641 tcggacatag tatcacccat taaagcagta actcaaacaa cacctctcct tcgttgcaaa 
     2701 tttcctccaa agagccagac gaagtctcag cctaagagcc aggcgacgtc tcagttgtta 
     2761 catgaagtgg tattgtgtta tgattatgat gcgttaaggc tgattgactg taatcgaaca 
     2821 gcaggatgcg gaaatcaaca agccatctcg tttcaataaa ataatagctt gctttctaaa 












LOCUS       bankit532525            2039 bp    DNA     linear   PLN 20-MAR-2003 
DEFINITION  Prunus avium gene for S23-RNase, genomic sequence. 
ACCESSION   ; 
KEYWORDS    . 
SOURCE      sweet cherry. 
  ORGANISM  Prunus avium 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; 
            Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 2039) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Cloning and charcterization of genomic DNA sequences of 
            self-incompatibility alleles from sweet cherry 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 2039) 
  AUTHORS   Wunsch,A. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra. 
            Monta#ana 930, Zaragoza 50016, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..2039 
                     /organism="Prunus avium" 
                     /cultivar="Vittoria" 
                     /db_xref="taxon:42229" 
     gene            740..1976 
                     /gene="S-RNase" 
                     /allele="S23" 
     CDS             join(740..815,1064..1251,1566..1976) 
                     /gene="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="S23-RNase" 
                     /translation="MAILNSTLAFLVLAFAFFFCYVMSSGSYDYFQFVQQWPPTNCRV 
                     RIKRPCSNPRPLQYFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGTQFKMQNLFPYLRSRLKMSWPD 
                     VESGNDTKFWEGEWNKHGTCSERILNIMQYFQRSQAMWKSHNITEILKNASIVPHPTQ 
                     TWKYSDIVSPIKSATGRTPLLRCKQDKSTQLLHEVVFCYDYNAIKQIDCNRTAGCGKQ 
                     RDISFQ" 
BASE COUNT      582 a    379 c    376 g    700 t      2 others 
ORIGIN       
        1 ccaccacttg ncagcatcca cccacatgat agcacaaagt tctttcggtg caagttgagc 
       61 cataatcaac accgatcccc aaaccaattt tggtatattt ggtggttgga ataattaatt 
      121 ttgtgtgctt gacttgttga gcttgggttt ggttttggat caaagcattg gctagggtgg 
      181 agttgtgggt cgaggaagtg atgaggtgtt gctggcgatg gttgcgtttc ctttgaggca 
      241 tcaggaagtc attgttagag cctctaacat tnccatgtgt ggccattgac tttggcagtt 
      301 ttccgtctta gccttgaaca gcattataga aatcactact acaactctaa tattagaatt 
      361 gtttctaacc acacaaggta atctttaatc ggtttttgaa catgttacgt tttagctttt 
      421 gtctttccag tttctgttta tttattaact ggcttccttg tgtttattcc tttttcttta 
      481 atcttttgaa tatattaaaa aaaacaaggg tttttatgat gattttttgt tgttgttttg 
      541 tttatacacg tatatttggg tcttgagaaa ctagtgggaa aaggtaacca aagttggatg 
      601 taccttcgct tacaatttgt aagtgagaga ttaattgcga ccccatgcga cctcctatat 
      661 aagcagcaaa cacagtgagt cgtagctcag aaagcctctc tcattctgtt gtattttttg 
      721 ctttagtatt ctccaaagta tggcgatttt gaactcgaca ctcgctttcc ttgttcttgc 
      781 ttttgctttc ttcttttgtt acgttatgag cagtggtggg tggcattaca accttttgct 
      841 ctttatatcc tatatgcata tatatatata atcagcattg cgttttacta cttgtatttt 
      901 ttgttcacag aactattgtg tgtgttcgat gatatatcat atgacatgcg gtgtatttgg 
      961 tgaatgtttt tctgcctgtc ccctttttat tttcatcatc tttcgtttat tctgataact 
     1021 gtttgcaata agtgcagtct attgatcaca ataattttgg caggatctta tgactatttt 
     1081 caatttgtgc aacaatggcc accgaccaac tgcagagttc gcatcaagcg accttgctcc 
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     1141 aatccccggc cattacaata tttcaccatc catggcctat ggccaagtaa ttattcaaac 
     1201 ccaacgatgc ccagtaactg caatgggacg caatttaaga tgcagaattt ggtatgtgtt 
     1261 ggatttttct ttcactcaca tttgttttta gaaattatga ggcacatatc gtaagtatat 
     1321 aaagttgtaa gtacatttat atacgcatat tataatatat ctgaatcatt taataaatgg 
     1381 attcaccagt ttggcgtata tattcaaaat attgtactta atgagatgat aaaaaactta 
     1441 tgaaaaaaaa gaagaagtta cttatcaaat aatcaaaatc taactatccc gcaatatata 
     1501 tattcaccag tttgacgttt ctactttttt tctcgtaata tgtatatatt gcttggatgc 
     1561 ctcagtttcc ttatttacga tccagactga agatgtcttg gccagacgtg gaaagtggca 
     1621 atgatacaaa attttgggaa ggcgaatgga acaaacatgg tacatgttcc gaacggatac 
     1681 ttaacataat gcaatacttc cagcgatccc aagcaatgtg gaaatcacac aatattacag 
     1741 agatccttaa aaacgcttca atcgtaccac atccgacaca aacatggaag tactcggaca 
     1801 tagtatcacc cattaaatca gcaactggaa gaacacccct ccttcgttgc aaacaggata 
     1861 agagtactca gttgttacat gaagtggtat tttgttatga ttataacgca ataaagcaga 
     1921 ttgactgcaa tcgaacagca ggatgcggaa aacaacgtga catctcgttt caataaaatt 
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